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INTRODUCTION

Parmi les mammiféres marins, les cétacés sont probablement ceux dont les adaptations au milieu
aquatique sont les plus marquées. Celles-ci concernent tous les aspects de leur biologie, autant au niveau
anatomique, physiologique que comportemental. Le développement de capacités auditives d’une acuité
exceptionnelle, dans un milieu trés favorable a la propagation des ondes sonores, est I’un des exemples
les plus frappants de I’importance des bouleversements survenus dans leur écologie sensorielle. Celles-
ci ont d’ailleurs fait I’objet d’un grand nombre d’étude depuis plus d’un demi-siécle et sont aujourd’hui
trés bien décrites. En revanche, d’autres aspects de leur perception de I’environnement, notamment
’utilisation des signaux chimiques pour trouver leurs proies, s’orienter ou communiquer avec leurs
congeéneres, restent encore obscurs. Pourtant, une meilleure connaissance de 1’utilisation de ce canal
sensoriel pourrait améliorer la compréhension de leurs comportements et leurs déplacements et ainsi
contribuer significativement a établir des mesures efficaces de gestion et de conservation.

Dans cette theése, je décris mes travaux de recherche sur la perception des stimuli chimiques
(chémoréception) chez les cétacés. En introduction, apres avoir défini la notion de chémoréception, je
présenterai 1’organisation anatomique et structurale des différents sens chimiques (olfaction, gustation
et perception trigéminale) chez les mammiféres terrestres, pour lesquels les données sont aujourd’hui
les plus complétes. Pour mieux appréhender 1’utilisation potenticlle de ces sens par les cétacés, je
développerai les fonctions biologiques dans lesquelles ils sont impliqués chez les autres grands
prédateurs marins. Enfin, je présenterai les connaissances actuelles sur I’écologie sensorielle des cétacés,
et détaillerai particulierement les rares études anatomiques, génétiques et comportementales ayant porté
sur leurs capacités chimio-sensorielles.

De cette revue de la littérature se dégageront les grandes lacunes et paradoxes qui subsistent encore a
I’heure actuelle et qui constituent les grandes questions de ma thése. Je présenterai alors 1’approche
méthodologique utilisée, en justifiant notamment le choix des modeles d’études et des techniques
expérimentales. Finalement, aprés avoir présenté mes travaux de recherche sous forme d’articles
scientifiques, je discuterai des implications des résultats obtenus et de leur contribution a une meilleure
compréhension de I’écologie des cétacés. Je conclurai finalement sur les possibles applications de ces
nouvelles connaissances fondamentales dans le domaine de la gestion et de la conservation de ces

especes menacées.

10
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A. La perception chimique, un sens crucial et ancestral

1. Définition de la perception chimique et de la communication chimique

Pour survivre et se reproduire, les animaux doivent répondre de fagon adaptée a leur environnement et
communiquer avec leurs congéneres. La perception des stimuli chimiques (chémoréception) est la
premiere forme de communication et de perception du milieu a étre apparue au cours de I’évolution des
étres vivants. Ainsi, elle joue un réle crucial autant chez les bactéries que chez les animaux vertébrés :
la transduction d’un stimulus chimique en un signal nerveux menant ultimement & une réponse

biologique (Zufall & Munger 2016).

Bien qu’il existe une forme de chémoréception interne chez les animaux pluricellulaires, utile au
maintien de I’homéostasie et basée sur des récepteurs chimiques sensibles aux molécules présentes dans
les fluides biologiques, nous nous intéresserons ici a la perception des stimuli provenant du milieu
extérieur. C’est en effet ce systéme qui permet aux animaux de répondre aux indices et signaux
chimiques auxquels ils sont exposés. Pour autant de facon générale, le principe de détection reste le
méme pour les différentes formes de chémoréception : I’interaction entre une molécule chimique

(ligand) avec une cellule équipée d’un récepteur membranaire spécifique.

En écologie comportementale, on distingue deux grands types de molécules chimiques : les signaux et
les indices. Définir une substance comme un signal ou comme un indice dépend des pressions sélectives

que I’on considére (Steiger et al. 2011) :

- Un signal repose sur une molécule (ou un mélange) produite intentionnellement par un
individu émetteur et qui a évolué spécifiquement pour étre percue par un animal récepteur
dans le cadre d’une communication chimique. Ce signal a été sélectionné au cours de I’évolution
car il augmente la valeur adaptative' de I’émetteur et du récepteur. Un exemple de signal intra-
spécifique est le signal d’alarme ((Z)-11-eiconsen-1-o0l) émis par 1’abeille mellifére (Apis
mellifera), qui attire les congéneres vers 1’individu émetteur et entraine ainsi un comportement

de défense collectif synchronisé.

! Capacité a survivre et se reproduire (« fitness » en anglais)

11
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- Un indice chimique est quant & lui une molécule (ou mélange) qui transmet une information
sans avoir été sélectionnée au cours de I’évolution pour assurer cette fonction. Ces
substances peuvent &tre d’origine biologique et transmises de fagon non-intentionnelle de la
part de I’émetteur : par exemple, les molécules émises par des tissus 1ésés (blessure) peuvent
constituer un indice attractif pour les prédateurs. Un indice chimique peut également é&tre
d’origine abiotique (émis par I’environnement), telle la salinité de 1’eau qui peut constituer un
indice de la présence d’un estuaire pour des poissons migrateurs.

De facgon intéressante, certains signaux peuvent étre utilisés comme indices par d’autres especes « a
I’insu » de I’émetteur. C’est le cas du (Z)-11-eiconsen-1-ol évoqué précédemment qui constitue un
indice attractif inter-spécifique pour une guépe prédatrice (Philanthus triangulum), car elle I’utilise pour
localiser les abeilles dont elle se nourrit. Par ailleurs on considére qu’au cours de 1’évolution, certains
indices sont des précurseurs des signaux : par exemple, des sous-produits métaboliques volatiles peuvent
évoluer en signaux d’attraction inter-specifique (aprés un processus d’amplification) (Steiger et al.

2011).

11 existe aujourd’hui trés peu de données sur la chémoréception chez les cétacés. Les causes de ce
désintérét sont multiples et incluent probablement le véritable défi que constitue 1’étude du
comportement de ces especes en milieu naturel, qui nécessite des moyens logistiques importants.
Egalement, la faible disponibilité des prélévements anatomiques, pour la plupart effectués sur des
animaux échoués (et par conséquent dans un état de conservation treés variable) de fagon opportuniste, a
certainement contribué a limiter les travaux de recherche dans ce domaine. Enfin, 1’effort de recherche
sur 1’écologie sensorielle des cétacés s’est naturellement concentré sur leurs exceptionnelles capacités
acoustiques, qui ont suscit¢ un fort intérét et des financements importants. L’essentiel de nos
connaissances s’inspire donc de comparaisons avec les mammiféres terrestres, chez qui 1’organisation

structurale et fonctionnelle de la perception chimique a été plus largement étudiée.

12



Bertrand Bouchard Capacités chimio-sensorielles des cétacés
These de doctorat Introduction

2. Diversité des sens chimiques chez les mammiféres terrestres

Chez les mammiferes, on retrouve trois grands systémes principaux de chémoréception : 1’olfaction, la
gustation et la perception trigéminale. Bien que ces trois systémes soient distincts sur le plan
anatomique, ils sont complémentaires et intégrés conjointement pour créer une sensation unique. Par
exemple, la sensation provoquée par un gotit est modulée en fonction des stimuli olfactifs et trigéminaux

regus simultanément.

a) Olfaction

Chez les vertébrés terrestres, 1’olfaction permet la perception de substances chimiques volatiles
présentes dans I’air inhalé, qui circule dans les cavités nasales. Le stimulus olfactif est ainsi créé par
I’association entre un ligand de faible poids moléculaire (généralement inférieur a 300 Da) et le site
spécifique d’un récepteur. Celui-ci est exprimé par un neurone olfactif qui permet la transmission du
signal au bulbe olfactif dans le cerveau. Il existe plusieurs classes de récepteurs olfactifs, caractérisées
par des propriétés et des localisations variées. On distingue ainsi les récepteurs olfactifs (OR) et les
récepteurs associés aux amines traces (Trace-Amine Associated Receptors, TAAR) qui appartiennent
tous deux au systéme olfactif principal, ainsi que les récepteurs de 1’organe voméronasal (VIR et V2R)

et les récepteurs aux peptides N-formylés impliqués dans le systéme olfactif accessoire.

e [e systéme olfactif principal

Ce systéme met en jeu la muqueuse olfactive située sur le plafond de la cavité nasale et comprend deux
principaux types de récepteurs (OR et TAAR) qui transmettent le stimulus chimique au bulbe olfactif

principal dans I’encéphale via le nerf olfactif (nerf cranien I).

Les récepteurs olfactifs (OR) sont les plus nombreux, avec 2130 genes identifiés jusqu’a présent chez
les vertébres, et ils constituent les composants principaux du sens de 1’odorat (Kaupp 2010). Chaque
espece de mammifere posséde un répertoire distinct d’OR, allant de 600 chez le macaque a plus de 1700

chez le rat (Nei et al. 2008). Une des caractéristiques de ce répertoire de génes est une forte proportion
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de pseudogenes? : de 19.7% chez ’opossum a plus de 50% chez les primates ou I’ornithorynque (Nei et
al. 2008). De facon surprenante, la différence de proportion de pseudogeénes entre deux especes ne se
traduit pas nécessairement sur le plan fonctionnel et notamment en terme d’acuité olfactive (Laska et al.
2005). Ceci est principalement di aux processus d’intégration centrale qui jouent un rdle primordial
dans la perception sensorielle, comme nous le verrons plus loin. Les OR sont des protéines
transmembranaires appartenant a la famille des récepteurs couplés aux protéines-G (RCPG). IIs sont
principalement localisés dans les terminaisons libres du nerf olfactif (nerf cranien I), qui innerve la
muqueuse olfactive située sur la partie dorsale de la cavité nasale. Chaque neurone n’exprime qu’un seul
type d’OR et projette dans I’encéphale au niveau du bulbe olfactif, en passant par les perforations de la
lame criblée de I’os ethmoide. Alors que certains OR ne se lient qu’avec un ligand spécifique
(« spécialistes »), d’autres ont un spectre beaucoup plus large (« généralistes »). Cependant, le fait qu’un
OR soit généraliste ou spécialiste peut dépendre du contexte, tel que la concentration de la substance ou
le nombre de molécules percues simultanément (Kaupp 2010). Le systeme olfactif des mammiferes
utilise donc différents mécanismes pour encoder la diversité chimique des odorants, et la capacité de
discrimination olfactive d’une espéce est par conséquent bien supérieure a la somme des OR qu’elle
exprime. On estime par exemple que les rongeurs, ou méme les humains, pourraient distinguer plusieurs

milliers, voire dizaines de milliers de molécules (Kaupp 2010).

A T’instar des OR, les récepteurs TAAR sont des RCPG qui se trouvent également dans 1’épithélium
olfactif principal et répondent a la régle « un neurone — un récepteur ». Cependant, ces récepteurs
semblent fonctionner uniquement comme des spécialistes, car tous les TAAR testés jusqu’a présent
n’ont répondu qu’a un seul ligand (Kaupp 2010). Comme leur nom [!’indique, ils détectent
principalement les amines volatiles. Par exemple, le TAAR-4 se lie spécifiquement a la 2-
phenylethylamine présente dans 1’urine de prédateurs, entrainant un comportement d’aversion

stéréotypé chez les rongeurs. Le TAAR-13c détecte quant a lui la cadavérine dans les tissus en

2 génes devenus non fonctionnels au cours de ’évolution
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décomposition, et son activation provoque une réaction d’aversion autant chez la souris (Mus musculus)

que chez le poisson zebre (Danio rerio) (Liberles 2015).

Un troisieme type de neurones a été récemment découvert en faible quantité dans 1’épithélium olfactif
principal, exprimant le récepteur a activité guanylylate cyclase (GC-D). Ce récepteur est activé par au
moins deux peptides, I’uroguanyline et la guanyline, impliqués dans les transports d’eau et de sels
minéraux dans I’intestin et le rein. Bien que son role reste a déterminer précisément, il semble contribuer
a la fois a un systéme de maintien de 1’équilibre hydrique et électrolytique ainsi qu’a la détection de

signaux chimiques reliés a la faim, la satiété et la soif (Leinders-Zufall et al. 2007).

e Le systéme olfactif accessoire

Le systéme olfactif accessoire (ou secondaire) repose sur I’épithélium sensoriel de I’organe voméronasal
(ou organe de Jacobson) qui existe chez la plupart des reptiles et des mammifeéres. Il se trouve chez les
mammiferes autour du canal naso-palatin qui relie le palais dur au plancher de la cavité nasale. Deux
familles de récepteur voméronasal, V1R et V2R, sont exprimées par des neurones situés respectivement
dans les zones apicales et basales de cet organe. Les axones de ces neurones projettent dans le bulbe
olfactif accessoire, situé au niveau dorso-postéricur du bulbe olfactif principal. Puisque les ligands de
VIR et V2R sont principalement des composés a fonctions sociales et reproductives (ex. dérivés
stéroides), 1’organe voméronasal a longtemps été considéré comme un organe spécialisé dans la
détection des phéromones®. Cependant, ses fonctions semblent étre plus diversifiées et il présente
d’autres types de récepteurs comme certains OR (Kaupp 2010). De plus, certaines phéromones stimulent
le systeme principal alors que certaines odeurs sans fonction hormonale peuvent moduler le

comportement en activant uniquement le systéme secondaire (Su et al. 2009). La distinction

3 Une phéromone est un signal chimique définie par plusieurs critéres (Beauchamp et al. 1976) :
Etre simple chimiquement : basée sur une molécule unique ou un faible nombre de molécules dans une
proportion donnée

- Elle doit provoquer une réponse comportementale constante et non ambigué dans un contexte donné

- La perception doit étre spécifique

- Elle doit étre conservée dans une espéce donnée

- Elle ne doit pas dépendre, ou dans une faible mesure, d’une exposition ou un apprentissage préalable.
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fonctionnelle entre les systémes olfactifs principal et accessoire est donc plus floue que ce qui était

communément admis auparavant.

Des récepteurs olfactifs aux localisations atypiques

Alors que la plupart des récepteurs aux molécules volatiles se trouvent dans 1’épithélium olfactif situé
sur le plafond de la cavité nasale ou dans I’organe voméronasal, des recherches récentes ont montré
leur expression a d’autres endroits. Par exemple, dans la cavité nasale des rongeurs, deux organes
chimiosensoriels ont été découvert : le ganglion de Griineberg qui détecte les phéromones d’alarme
sécrétées par les congéneres via des TAAR et un V2R, et I'organe septal de Masera qui exprime
différents OR, mais dont les fonctions restent incertaines (Su et al. 2009, Kaupp 2010). Pour I’instant,
aucune ¢tude n’a montré I’existence de ces deux organes chez d’autres especes de mammiferes. Par
ailleurs, certains OR exprimés dans d’autres parties du corps ont une fonction non olfactive: certains
semblent impliqués dans la régulation de la pression artérielle et la réabsorption du glucose (dans le
rein) ou le chimiotactisme du sperme par 1I’ovule (dans les spermatozoides) (Shepard & Pluznick 2016,
Flegel et al. 2016).

e [’intégration centrale des signaux olfactifs

Une fois le récepteur activé par une molécule chimique, le signal est transmis par les axones des
neurones olfactifs. Ceux-ci se regroupent en plusieurs nerfs qui traversent 'os ethmoide, avant d'arriver
directement dans le bulbe olfactif du c6té ipsilatéral. Il reste encore beaucoup a découvrir sur les
mécanismes de traitement de I’information olfactive, mais il semble qu’il se fasse de maniére intégrative
grace a des étapes successives dans de nombreuses régions cérébrales. Le traitement du stimulus olfactif
commence dans le bulbe olfactif, ou le signal est condensé et amplifi¢. En effet, le bulbe comprend de
nombreux glomérules : zones de contact entre les axones des neurones olfactifs et les cellules mitrales.
Chaque glomérule collecte tous les axones des nerfs olfactifs qui expriment un méme OR. Plusieurs
milliers d’axones convergent vers un unique glomérule ou ils font synapse avec les dendrites d’environ
5 a 25 cellules mitrales (Firestein 2001). 11 existe donc une « carte olfactive » dans le bulbe olfactif, car
chaque odeur active une zone spécifique des glomérules. Les cellules mitrales projettent ensuite leur

axone vers le cortex piriforme, qui se trouve a la jonction entre le lobe frontal et le lobe temporal, via le
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pédoncule olfactif (Lundstrom et al. 2011). Le cortex piriforme rassemble cette information et crée une
représentation de 1’identité et de la qualité perceptuelle de I’odeur. Le cortex orbito-frontal (COF) est le
dernier maillon de la chaine de transmission de 1’information olfactive. Il module le signal provenant du
cortex pyriforme selon des processus cognitifs supérieurs qui font intervenir 1’expérience passeée, la
connotation affective et I'influence d’autres systémes sensoriels (on parle alors de convergence
multimodale) (Rolls 2004). L’amygdale notamment intervient a ce niveau en signalant au COF la
dimension émotionnelle du stimulus : son activité est modulée en fonction de la concentration des odeurs
ayant une valence hédonique (i.e. odeur jugée agréable ou désagréable) (Winston et al. 2005). Les roles
précis d’autres régions impliquées dans la modulation du signal olfactif comme le cortex entorhinal,

I’hypothalamus et le tubercule olfactif sont encore a déterminer.

b) Gustation

e Perception des goiits dans la cavité orale

La perception gustative joue un role cl¢ dans I’alimentation, I’évitement des toxines et la régulation de
I’état de satiété. On définit aujourd’hui 5 golts principaux : le sucré, le salé, I’acide, 1’amer et I’umami®.
D’une fagon générale, le golit d’une substance refléte sa potentielle action sur I’organisme : par exemple,
son apport en énergie (sucré¢), la maintenance de 1’équilibre ¢électrolytique (sal¢) ou du pH corporel

(acide) et la présence de toxines (amer).

La détection des saveurs a lieu principalement sur la langue, ou les bourgeons du gofit sont associés a
des papilles gustatives : les papilles foliées, caliciformes et fongiformes. Ces bourgeons sont constitués
d’environ 50-150 cellules réceptrices du gotut, chacune étant particulierement sensible a un gofit
spécifique, et d’un pore s’ouvrant sur la cavité orale (Lundstrom et al. 2011). D’autres bourgeons du
golt se trouvent sur le palais mou, I’oropharynx (épiglotte), le larynx et I’cesophage proximal. La corde
du tympan et le nerf grand pétreux superficiel, issus du nerf facial (nerf cranien VII), innervent la partie

antérieure de la langue et le palais, respectivement. La branche linguale du nerf glossopharyngien (nerf

4 Terme décrivant le golt des glutamates et des nucléosides
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cranien [X) innerve la partie postérieure de la langue, alors que la branche laryngée supérieure du nerf
vague (nerf cranien X) innerve différents bourgeons du gotit situés dans la langue, le palais, le larynx et

I’acesophage.

Du point de vue moléculaire, la perception du stimulus gustatif met en jeu I’interaction de molécules
chimiques avec des récepteurs protéiques situés dans les cellules du gott. La perception des gofts
attractifs comme [’'umami et le sucré est basée sur deux diméres de récepteurs du goftit de type 1 (TR1,
des récepteurs couplés a une protéine G ou RCPG) dont il existe 3 variants : le dimére TIRI+T1R3
permet la perception du glutamate, alors que TIR2+T1R3 détecte les composés sucrés comme les
glucides simples, les édulcorants (aspartame...), les protéines sucrées (moneline...) et certains acides
aminés (D-alanine...) (Yarmolinsky et al. 2009). De fagon similaire, la réception de 1’amer requiert la
formation d’un dimére de récepteurs de type 2 (TR2) dont il existe environ 30 variants sensibles a une
grande diversité de molécules. Chaque cellule réceptrice de I’amer exprime la majorité des T2R :
I’information transmise au systéme nerveux est donc peu spécifique avec pour conséquence une absence
de discrimination des composés amers. En revanche, la perception des composés amers est caractérisée
par une grande sensibilité avec des seuils de détection beaucoup plus bas que ceux des autres gotts, en

relation avec sa fonction d’évitement de composés toxiques (Mombaerts 2004).

La perception des substances acides reste encore a préciser. Le canal ionique PKD2L 1 semble nécessaire
a la perception de ce gofit, en provoquant une acidification intracellulaire. Cependant, d’autres candidats
ont été suggérés, qui fonctionneraient comme des récepteurs extracellulaires, comme HCN1 et HCN4.
Par ailleurs, les cellules réceptrices a I’acide expriment en grande quantité une anhydrase carbonique,
Car4, suggérant qu’elles sont également responsables de la détection du dioxyde de carbone (CO»)

(Zufall & Munger 2016).

Enfin, le salé est percu par le canal a sodium épithélial ENaC, et est attractif a faibles concentrations
chez les mammiferes (10 — 150 mM NaCl). Cependant, a fortes concentrations, le chlorure de sodium
est généralement aversif, et cet effet répulsif n’est pas aboli par I’inactivation de ENaC, suggérant

I’existence d’autres types de récepteurs au salé (Mombaerts 2004).
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e Intégration centrale des signaux gustatifs

La premicre étape d’intégration du signal gustatif semble se trouver au niveau du bourgeon du gott lui-
méme. Chaque bourgeon est en effet composé de plusieurs cellules réceptrices aux différents gofts,
regroupées et en contact rapproché entre elles. Ainsi le signal émis par une cellule réceptrice pourrait
étre modulé par les cellules a proximité, qui produisent une grande variété de neurotransmetteurs
(Lundstrom et al. 2011). Des synapses entre les cellules réceptrices et les neurones gustatifs permettent
la transmission de 1’information jusqu’au noyau du tractus solitaire dans la moelle allongée du tronc
cérébral. L’information est ensuite transmise et traitée dans le noyau parabrachial puis le thalamus, avant
d’étre intégrée par le cortex gustatif dans le cortex orbitofrontal et I’insula. Finalement, la sensation
gustative percue par I’animal sera la résultante de I’intégration de ce stimulus avec I’information

provenant des autres systémes sensoriels (odeur, texture, température, etc.) (Yarmolinsky et al. 2009).

Des récepteurs aux fonctions variées

Comme dans le cas des récepteurs olfactifs, on retrouve des récepteurs du golt en dehors de la cavité
orale. On retrouve des TR1 et TR2 dans différents segments du tube digestif comme 1’estomac et
I’intestin. De plus, TR2 est présent dans les cellules de voies aériennes supérieures telles que la
muqueuse nasale et la trachée. Ils ne participent donc pas directement a la perception du goit, mais
a une détection des composés chimiques présents dans la lumiere de ces organes. Leur détection
provoque des cascades biochimiques intracellulaires similaires a celles retrouvées dans les
bourgeons du gotit, mais qui sont suivies d’une émission de neurotransmetteurs ou d’hormones
permettant de diffuser cette information vers d’autres cellules ou organes. (Finger & Kinnamon

2011)

c) Perception trigéminale

Le troisiéme systeme de chémoréception, également appelé «sens chimique général » ou
« chemesthesis », fait intervenir exclusivement les fibres sensitives du nerf trigéminal (nerf cranien V)
logées dans les muqueuses des cavités orale et nasale (Lundstrom et al. 2011). Ce systéme encore

relativement méconnu interagit avec la gustation et I’olfaction grace a différents niveaux d’intégration,
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et joue un réle important dans le comportement alimentaire, notamment dans 1’évitement de toxines. En
effet, il est responsable de la perception d’une grande variété de composés piquants, astringents, épicés,
rafraichissants, irritants, mais également des sensations mécaniques et thermiques dans les cavités orale
et nasale. Les molécules exercant une forte stimulation sur le systéme trigéminal sont généralement
percues comme répulsives (Glendinning 2007). Cependant, de récentes études chez I’humain et I’animal
ont montré que des individus anosmiques (i.e. ayant un systéme olfactif non fonctionnel) peuvent
discriminer une grande variété de composés grace au systéme trigéminal. Ce sens chimique permet donc,
en complément de la gustation et 1’olfaction, de percevoir et de coder efficacement des composés

chimiques (Frasnelli et al. 2007, Liibbert et al. 2013).

Sur le plan neuro-anatomique, le signal est initialement détecté par les récepteurs des terminaisons
nerveuses libres du nerf trigéminal (branches ophtalmiques, maxillaires et mandibulaires) dans les
mugqueuses nasale et orale. Le signal recu est ensuite transmis dans le ganglion trigéminal situé dans le
tronc cérébral, via les réseaux nerveux impliqués dans le traitement de la douleur. Son intégration a
ensuite lieu grace a deux trajets corticaux: [’un vers I’insula et le cortex orbitofrontal, I’autre vers les

cortex somatosensoriels (Lundstrom et al. 2011).

Le cortex insulaire qui est activé par les trois systémes de chémoréception apparait comme un site jouant

un rdle primordial dans I’intégration des informations gustatives, olfactives et trigéminales.

3. Fonctions biologiques de la chémoréception dans I’environnement marin

De nombreuses études d’écologie sensorielle ont démontré I’importance majeure de la perception
chimique dans ’écologie de différentes especes de vertébrés, cependant les données chez les cétacés
sont quasi-inexistantes, notamment du point de vue comportemental (cf. partie B de I’introduction). Par
ailleurs, on sait que 1’adaptation au milieu aquatique peut entrainer des modifications majeures des
systémes sensoriels’. Ainsi, afin de bien appréhender I’importance potentielle de la chémoréception

chez les cétacés, il m’a paru important de faire une revue des connaissances actuelles sur ses fonctions

5 Cette notion est bien illustré par I’évolution de I’audition chez les cétacés, ayant abouti a 1’apparition de
capacités exceptionnelles comme 1’écholocation (biosonar)
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biologiques chez les autres mammiféres, et plus largement les autres vertébrés, qui vivent dans
I’environnement marin. Ceux-ci appartiennent a quatre grandes classes : les poissons, les reptiles, les
oiseaux et les mammiféres marins autres que les cétacés. Ces derniers comprennent I’ordre des siréniens
(dugong et lamantins) et la superfamille des phocoidae (communément appelés « pinnipedes »), issue
de l’ordre des carnivores, qui comprend les phoques vrais (phocidae), les otaries et lions de mer

(otariidae) ainsi que les morses (odobenidae).

a) La recherche de nourriture

La plupart des études sur la chémoréception se sont intéressées a son role dans la recherche de nourriture.
Elles permettent de mieux comprendre comment les prédateurs marins localisent leurs zones
d’alimentation éparses dans un environnement caractérisé par de vastes espaces homogenes. Les
molécules émises directement par leurs proies, ou bien les marqueurs chimiques des zones de forte
productivité primaire, représentent donc des indices cruciaux pour les guider vers leurs sources

d’alimentation.

L’orientation vers un stimulus chimique permet a un animal de retrouver la source d’émission et
implique des déplacements spécifiques lui permettant de remonter les courants qui véhiculent ce signal,
que ce soit dans D’air (« anemotaxie ») ou dans 1’eau (« rhéotaxie »). Ainsi, a la maniére d’une
orientation a la boussole, ’animal effectue des mouvements latéraux en alternance pour se réajuster

selon I’information pergue par ses organes chémorécepteurs (Bell & Tobin 1982).

La plupart des poissons, et en particulier les sélaciens (requins et raies), se basent sur cette « chémo-
orientation » pour trouver leurs proies en détectant leurs sécrétions, que ce soient des métabolites
physiologiques ou des signaux d’alarmes (Ferrari et al. 2010, Elvidge & Brown 2012). Le principal type
de composés chimiques émis par les proies et détecté par les prédateurs via leurs narines semble
correspondre a des peptides de faible poids moléculaire, que les poissons détectent a des concentrations
infimes : de ’ordre de 10° a 107 M (Hara 1994, Hay & Kubanek 2002). En association avec les

informations hydro-mécaniques (issues de la ligne latérale) et la vision, qui permettent I’orientation dans
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le courant, les prédateurs peuvent de cette fagon remonter ces gradients de concentration sur plusieurs
centaines de metres, voire des kilométres (Montgomery et al. 1997, Hammerschlag et al. 2006, Gardiner
& Atema 2007). Les requins filtreurs semblent également percevoir les signaux chimiques émis par le
plancton, constituant la base de leur alimentation. Cela a été récemment démontré en aquarium chez le
requin baleine qui répond a I’exposition a de tres faibles concentrations d’extraits de krill, par des
comportements associés a la prise alimentaire tels que 1’ouverture de la gueule et la filtration de I’eau
par les branchies (Dove 2015). Dans la méme expérience, les auteurs ont démontré que 1’utilisation d’un
composé chimique précis, le sulfure de diméthyle (DMS) provoquait des réactions similaires, bien que
moins intenses. Le DMS est un composé produit par le phytoplancton lorsqu’il est consommé par le
zooplancton. Cette molécule volatile est ainsi considérée comme un indicateur chimique de zones de
forte productivité primaire dans I’océan (Cantin et al. 1996). Ensembles, ces travaux indiquent que cette
espece de requin filtreur détecte et associe la présence de DMS a une zone d’alimentation ou le

zooplancton se concentre.

Les tortues marines utilisent également la chémoréception en complément de la vision pour localiser
leur nourriture. Il a été démontré par exemple que des tortues caouannes et des tortues luth, qui sont
exposées a un courant contenant des extraits solubles de leurs proies (calmars, méduses, etc.), réagissent
en remontant ce courant jusqu’a la source (Constantino & Salmon 2003, Southwood et al. 2007). La
perception de molécules dans I’eau semble mettre en jeu principalement 1’organe voméronasal, mais
¢galement la gustation (Southwood et al. 2008). Des expériences en bassin ont montré qu’elles détectent
¢galement des molécules volatiles, car elles sont attirées par le DMS et pourraient donc repérer, dans
I’air, les indicateurs des zones de forte productivité primaire ou elles sont susceptibles de trouver leurs

proies (Endres & Lohmann 2012).

De fagon similaire les oiseaux marins, et particuliérement les procellariiformes (pétrels, puffins,
albatros) qui présentent des narines trés développées, disposent d’une grande sensibilité olfactive et
semblent notamment utiliser 1’odorat pour trouver leur nourriture dans I’océan. Ils peuvent en effet
détecter I’odeur de leurs proies sur de trés longues distances, comme cela a ¢été démontré

expérimentalement en utilisant des extraits de poisson (morue, hareng), de calmar, de krill ou des
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molécules dérivées comme la pyrazine et la triméthylamine (Dell’ Ariccia et al. 2014). Tout comme les
requins filtreurs, ils présentent également une grande sensibilit¢é aux indices de zones de forte

productivité comme le DMS (Nevitt et al. 1995, 2004).

Il existe peu d’études sur les capacités de perception chimique chez les pinnipédes dans un contexte
alimentaire. Des seuils de détections des golts ont été déterminés expérimentalement chez 1’otarie de
Californie et ont révélé I’absence de perception du gotit du sucré (en utilisant des solutions de sucrose
jusqu’a 2 mol / L) (Friedl et al. 1990) comme c’est le cas chez la plupart des mammiféres ayant un
régime carnivore strict (Jiang et al. 2012). Les autres gotts sont effectivement pergus mais avec une
sensibilité inférieure a celle des humains. Les pinnipédes semblent en revanche étre dotés d’une grande
sensibilité aux molécules volatiles dans I’environnement comme le DMS qu’ils peuvent détecter a des
concentrations infimes (8 pmol / m* d’air contre 1.7 x 107 pmol / m® chez I’humain). Ce seuil de détection
leur permet ainsi de détecter aisément les zones productives en mer (concentrations environnementales
de I’ordre de 8 x 103 pmol / m* d’air) en utilisant I’olfaction (Kowalewsky et al. 2006, Laska et al. 2008,
2010). Il existe peu de données chez les siréniens, qui semblent pourtant détecter la présence de
biotoxines dans leur nourriture et posséder plus de bourgeons du gotit que les autres mammiféres marins

(Levin & Pfeiffer 2002).

b) L orientation et la navigation

La perception de molécules chimiques permet également aux animaux de s’orienter dans leur
environnement, notamment durant les grandes migrations. Les poissons qui naviguent sur de longues
distances s’orientent grace aux signaux chimiques (Paris et al. 2013). Les espéces les plus étudiées sont
les salmonidés, les lamproies et les anguilles chez qui les adultes peuvent retrouver leurs sites de ponte
en suivant leur signature olfactive (DeBose & Nevitt 2008). Les tortues marines (notamment la tortue
caouanne et la tortue verte) semblent également utiliser des signaux chimiques pour retrouver leurs sites
de pontes, méme si la perception du champ magnétique terrestre leur permet de s’orienter sur de plus

longues distances (Lohmann et al. 1999). Chez les oiseaux, les recherches ont porté sur les pigeons
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voyageurs (Columba livia), qui peuvent trouver leur destination en associant la direction du vent a des
odeurs environnementales auxquelles ils ont été préalablement exposés (Papi 1990). 11 a également été
montré récemment que plusieurs espéces d’oiseaux migrateurs, comme le Moqueur chat (Dumetella
carolinensis) et le goéland brun (Larus fuscus), utilisent I’odorat pour retrouver leurs zones d’hivernage
(Holland et al. 2009, Wikelski et al. 2015). Les oiseaux procellariiformes comme le puffin cendré
peuvent également s’orienter vers leur colonie en utilisant les signaux olfactifs sur des distances de
plusieurs centaines de kilometres (Gagliardo et al. 2013), et chaque nid porte une signature chimique
unique permettant aux poussins et aux adultes de le retrouver a distance dans la colonie (Minguez 1997,
Bonadonna et al. 2003). L’orientation se fait en vol grace a la perception d’odeurs provenant du corridor
migratoire ou du site de nidification, nécessitant donc un apprentissage préalable (Safi et al. 2016). A ce
jour, il existe peu d’études chez les mammiferes marins, excepté celles sur la grande sensibilité olfactive
des pinnipedes citées précédemment. On peut cependant raisonnablement penser qu’ils pergoivent
d’autres molécules volatiles environnementales utiles pour I’orientation. De plus, les pinnipedes
possedent une tres grande sensibilité aux variations de salinité de I’eau, qui constitue également une
source d’information sur les caractéristiques du milieu (estuaires, courants, couverture de glace, etc.)

(Sticken & Dehnhardt 2000).

c) Evitement des toxines

La chémoréception joue également un rdle essentiel dans I’aversion pour des aliments toxiques qui
peuvent dégrader 1’état de santé d’un animal, voire le tuer. Pour certaines espéces, la concentration de
molécules toxiques dans leurs tissus constitue une stratégie défensive contre les prédateurs. Mais il
existe également des toxiques environnementaux qui peuvent s’accumuler dans la chaine alimentaire et
rendre les proies toxiques, comme c’est le cas des toxines produites lors des floraisons (« blooms »)
algales, qui relarguent de fortes concentrations en composés toxiques tels que les brevetoxines,
saxitoxines, ciguatoxines, 1’acide domoique et okadaique. Par conséquent, ces floraisons
phytoplanctoniques peuvent provoquer des épisodes de mortalité massive parmi les populations de

vertébrés marins comme les poissons, les tortues, les oiseaux ainsi que les mammiféres marins incluant
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les cétacés (Shumway et al. 2003, Flewelling et al. 2005, Landsberg et al. 2009). Les sens chimiques,
en permettant d’éviter I’ingestion des proies toxiques ou de fuir les zones contaminées, jouent donc un

role déterminant dans la survie des individus.

D’une part, les composés toxiques provoquent généralement une aversion chimiosensorielle chez les
prédateurs via leur détection par les récepteurs chimiques liée a un signal répulsif comme le récepteur
au golt amer TR2, ou par une stimulation forte du systéme trigéminal (Glendinning 2007). De plus, la
présence d’une toxine dans la nourriture peut également étre associée, par apprentissage, a d’autres gotts
ou a des odeurs spécifiques, que les animaux peuvent reconnaitre apres 1’avoir ingérée et avoir survécu
a sa toxicité. La présence de récepteurs TR2 dans le systéme digestif pourrait contribuer a ce
conditionnement apres ingestion. Il existe peu d’exemples d’évitement de toxine rapportés dans la
littérature chez les vertébrés marins, mais il a toutefois été montré que les oiseaux aquatiques (goélands,
canards) peuvent éviter les mollusques contaminés par des toxines algales apres une exposition préalable

(Shumway et al. 2003).

d) Communication chimique et évitement des prédateurs

Pour la plupart des especes de vertébrés marins, la communication chimique entre individus d’une méme
espece joue un role primordial dans la reproduction. Chez les poissons, les femelles sécrétent diverses
substances avant I’ovulation (principalement des hormones stéroides et leurs dérivés) par les branchies,
I’urine et les féces. Celles-ci augmentent les comportements d’agressivité chez les males et stimulent la
poursuite des femelles aussi bien que les comportements de parade. En période post-ovulatoire, les
femelles émettent des prostaglandines qui déclenchent la spermatogénéese et I’évacuation du sperme
chez les males (Chung-Davidson et al. 2010). Ces différentes substances modifient ainsi directement la
physiologie et le comportement des males qui les percoivent par voie olfactive (Hara 1994, Bronmark
& Hansson 2000). D’autres composés chimiques classés comme phéromones sont également impliqués
dans la formation des bancs, la migration, et les interactions entre parents et juvéniles. Chez les

perciformes (ex. Tilapia sp.) et les siluriformes (poissons-chats et silures), il semble également que des
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composés chimiques spécifiques influent sur les relations de dominance et de territorialité (Stacey &

Sorensen 2009).

Chez les reptiles en général, il semble que les phéromones sont émises au niveau de la zone cloacale et
sont percues essentiellement par I’organe voméronasal (Fadool et al. 2001). Cela explique que les males
poursuivent les femelles en orientant leur téte vers le cloaque, a la maniére du comportement de
« sniffing » (ou reniflage) observé chez les mammiféres (Mason & Parker 2010). Des tests de choix ont
montré que les tortues males réagissent différemment aux phéromones selon la saison. Pendant la saison
de reproduction, les males sont attirés par les eaux ou une femelle s’est baignée mais sont repoussés par
I’odeur des autres males. A 1’oppos¢, les femelles ont tendance a préférer les traces chimiques des autres
femelles plutdt que celles des males. En revanche, en dehors de la période de reproduction, les deux
sexes évitent les odeurs du sexe opposé (Mufioz 2004, Lewis et al. 2007). Il semble donc que la
communication chimique permette la synchronisation des comportements de reproduction chez ces
reptiles aquatiques, mais contribue également aux interactions sociales chez des espéces dans lesquelles

les males forment des hiérarchies dominantes (Mason & Parker 2010).

Chez les oiseaux marins, les odeurs jouent aussi un réle primordial dans la reconnaissance du partenaire
sexuel. Pour plusieurs espéces de procellariiformes, il a été montré que les individus sont attirés par
I’odeur spécifique de leur partenaire sexuel (Bonadonna & Nevitt 2004, Mardon & Bonadonna 2009).
Plus précisément, la reconnaissance individuelle et le choix du partenaire sexuel semblent étre basés,
chez de nombreuses especes d’oiseaux marins, sur les sécrétions lipidiques de la glande uropygiale, qui
porte une signature chimique de I’espece, du sexe et de I’individu lui-méme (Mardon & Bonadonna

2009, Caro & Balthazart 2010).

Chez les mammiféres marins, les études sont rares, mais elles semblent toutes mettre en évidence
I’utilisation de signatures chimiques individuelles jouant un role dans la reproduction. Ceci est
notamment démontré chez les pinnipédes qui présentent une forte odeur musquée liée aux sécrétions
sébacées faciales et aux glandes apocrines. Les relations de dominance entre males semblent ainsi étre
régies entre autre par la sécrétion d’odeurs sociales (Ryg et al. 1992). De plus, la reconnaissance du

jeune au sein d’une colonie requiert une perception multimodale incluant non seulement des signaux
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visuels et auditifs (vocalisations du jeune) mais également une perception de la signature olfactive
spécifique (Dobson & Jouventin 2003, Pitcher et al. 2011). Le choix d’un partenaire sexuel compatible
génétiquement (qui permet d’optimiser le degré d’hétérozygotie de la progéniture), et la reconnaissance
de I’appartenance a la colonie semblent également étre basés sur 1’olfaction chez I’otarie a fourrure
antarctique (Stoffel et al. 2015). Chez les siréniens, la présence d’une communication chimique parait
¢galement trés probable : par exemple, les lamantins présentent des glandes anales avec une fonction
essenticllement apocrine, émettant une substance lipidique riche en protéines (Bills et al. 2013). Le
volume de ces glandes augmente pendant la saison de reproduction. Or, la seule fonction des glandes
anales décrite a ce jour est la sécrétion de phéromones. L’implication potentielle de phéromones
sécrétées par la glande anale dans la communication sexuelle de cette espéce est d’ailleurs corroborée
par le fait que les lamantins frottent cette zone anatomique contre différents objets de leur environnement
(rochers, troncs d’arbres) pendant la saison de reproduction. D’autres signaux chimiques sexuels
semblent étre présents dans 1’urine, car I’exposition de lamantins males a une urine de femelle en cestrus
provoque des réactions d’attraction et d’exploration, alors que cet effet n’existe pas lorsqu’il s’agit de

I’urine d’une femelle en ancestrus (Bills 2011).

En ce qui concerne I’évitement des prédateurs, il est chez les poissons principalement basé sur la
reconnaissance des composés chimiques que ces derniers émettent (appelés « kairomones »), en
particulier au stade juvénile lorsqu’ils sont le plus vulnérables (Chivers et al. 2001). La reconnaissance
des kairomones nécessite généralement un apprentissage, mais il existe une réponse innée chez plusieurs
especes de poissons (Larson & Mccormick 2005). De plus, I’émission de signaux chimiques par les
poissons blessés (« signaux d’alarme »), notamment présents dans leurs tissus endommagés, permettent
a leurs congéneres d’adapter leur comportement a la présence d’un prédateur en déclenchant par
exemple la fuite, une diminution de leurs mouvements ou le refuge dans un abri de protection (Wisenden
et al. 2004). Les signaux d’alarme émis par des individus d’autres espéces appartenant a la méme guilde
de poisson peuvent également étre percus et améliorer la survie des individus (Ferrari et al. 2010).

Cependant, des signaux d’alarme sont également reconnus par certains prédateurs qui les suivent pour
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trouver une proie blessée (Wisenden & Thiel 2002). Si plusieurs prédateurs sont attirés, cela peut
provoquer une compétition entre eux pour le méme animal bless¢ et ainsi augmenter les chances de fuite
des autres proies. Chez les reptiles, la présence de kairomones a ¢galement été suggérée. Cependant une
¢tude expérimentale a montré que les tortues caouannes captives ne sont pas repoussées par des proies
traitées avec des extraits de prédateurs (requins tigres) (Southwood et al. 2007). La reconnaissance de
la signature chimique des prédateurs semble en revanche exister chez les oiseaux marins, notamment
les procellariiformes, qui sont repoussés par 1I’odeur de requin (Pierre & Norden 2006). Il n’existe pour
I’instant aucune étude sur ['utilisation de kairomones ou de signaux d’alarme chez les mammiferes

marins.

B. Ecologie sensorielle des cétacés

1. Des mammiféres adaptés a ’environnement aquatique
a) Histoire évolutive

Comme nous I’avons vu précédemment, le groupe des mammiféres marins comprend 3 taxons
principaux : ’ordre des siréniens, les pinnipédes (ordre des carnivores) et les cétacés (ordre des
cétartiodactyles). Tous se sont adaptés secondairement et indépendamment a une vie aquatique, il y

environ 50 a 60 millions d’années (Graphodatsky et al. 2011).

Alors que les pinnipédes ont un mode de vie amphibie et mettent bas sur terre, les siréniens et les cétacés
ont évolué vers une vie strictement aquatique : au cours de 1’évolution, ils ont ainsi perdu leurs membres
postérieurs et développé une nageoire caudale adaptée a la propulsion dans I’eau. Concernant le régime
alimentaire, les pinnipédes et les siréniens ont conservé un régime similaire a celui de leurs ancétres
terrestres (respectivement carnivore et herbivore) alors que les cétacés font figure d’exception, étant
passés d’un régime herbivore a un régime carnivore strict (poissons, céphalopodes, mammifeéres marins
et zooplancton) (Fig. 1). De plus, les deux sous-groupes (ou parvordres) de cétacés se distinguent par

leur stratégie alimentaire : les odontocetes sont des prédateurs qui capturent leurs proies grace a leur
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dents et/ou par aspiration, alors que les mysticétes ont développé une stratégie de filtration active de
I’eau via des fanons, de longues plaques cornées ornant leur machoire supérieure, se nourrissant de

zooplancton et de petits poissons.
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Figure 1. Arbre phylogénétique des cétacés issu de Slater et al. (2010). Le régime alimentaire est indiqué
sur les branches : piscivore généraliste (bleu), filtreur (violet), céphalopodes (vert) et mammiferes
marins (rouge). Les cétacés appartiennent a I’ordre des Cétartiodactyles, et les especes actuelles les plus

proches génétiquement sont les hippopotames (Hippopotamidae), puis les bovins (Bovidae).
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Ce groupe de mammiféres marins présente donc des modifications anatomiques et des adaptations
physiologiques trés importantes, consécutives a ces changements de milieu et de régime alimentaire.
L’étude de leurs systémes sensoriels, qui a débuté il y a un siécle environ, montre que les structures
impliquées dans la perception de I’environnement ont également été bouleversées pour s’adapter aux

diverses contraintes imposées par le milieu aquatique.

b) Un sens de [’audition tres développé

La vitesse de propagation d’une onde sonore dépend de la densité et de la compressibilité du milieu.
L’eau est beaucoup plus dense que ’air et quasiment incompressible, ce qui permet la propagation du
son sur de longues distances et a une vitesse élevée. Au cours de leur évolution, I’ouie et la production
sonore chez les mammiféres marins en général, et chez les cétacés en particulier, se sont adaptés a ces
propriétés acoustiques. Les especes actuelles utilisent prioritairement leur sens aigu de 1’audition pour
communiquer et percevoir leur environnement (Wartzok & Ketten 1999). Si I’enregistrement et la
mesure des sons €émis par les cétacés est aujourd’hui techniquement possible et relativement aisée, leur

signification comportementale est en revanche loin d’étre élucidée.

Les mysticétes produisent une grande variété de sons qui semblent participer a synchroniser leurs
comportements lors de la reproduction ou I’alimentation. La plupart de ces vocalisations, comme les
grognements ou « moans » sont émises dans les basses fréquences (moins de 200 Hz) et sur des durées
relativement longues (1-30 secondes). D’autres vocalisations comme les sons pulsés ou « knocks » et
« thumps » sont au contraire relativement courtes (<1 seconde) (Dudzinski et al. 2009). Ces sons peuvent
se propager sur des distances extrémement grandes, pouvant atteindre plusieurs centaines voire des
milliers de kilométres (Stafford et al. 1998). La plupart des baleines émettent aussi des sons aigus tres
brefs (moins de 0.1 seconde) appelés sifflements, qui diffusent sur des distances bien inférieures. Enfin,
les sons les plus emblématiques sont probablement les chants produits par les males baleines a bosse

(Megaptera novaengliae) pendant la saison de reproduction. Ceux-ci représentent un signal trés évolué
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qui semble transmettre, aux femelles et autres males alentours, de I’information sur leur fitness et leur

localisation (Dudzinski et al. 2009).

Les odontocetes communiquent quant a eux grace a deux grands types de sons : des sifflements et des
sons pulsés. Les sifflements, émis par certaines espéces seulement, ont une fréquence de 5 a 20 kHz et
peuvent durer de quelques millisecondes a plusieurs secondes (Wartzok & Ketten 1999). Chez le grand
dauphin (Tursiops truncatus), chaque individu semble utiliser un sifflement unique (« signature
vocale ») permettant une reconnaissance individuelle (Janik et al. 2006). Toutes les especes
d’odontocétes produisent des sons pulsés dont le pic de fréquence peut varier entre 5 et 150 KHz. D’une
part, ces sons peuvent constituer des trains de clics impliqués dans I’écholocation : la perception de leurs
¢chos permet la localisation et I’identification des constituants de leur environnement. D’autre part, ils
peuvent étre émis sous la forme de « burst » trés rapides (avec un intervalle inter-pulse < 5 ps)
principalement émis dans un contexte social, notamment lors d’interactions agonistes entre individus
(Lammers et al. 2003, Blomqvist & Amundin 2004). La production des sons d’écholocation fait
intervenir deux lévres phoniques situées sous 1’évent. Les ondes sonores traversent ensuite une couche
de graisse acoustique (dont I’impédance acoustique est similaire a celle de I’eau) placée devant 1’os
frontal et appelé « melon » (Fig. 3). Celui-ci constitue un organe focalisateur qui agit comme une lentille
acoustique, en orientant les sons d’écholocation. Les sifflements, quant a eux, semblent étre produits par
le passage d’air entre les 4 paires de sacs aériens qui entourent les Iévres phoniques sous 1’évent (Berta

et al. 2014).

La perception des sons ne met pas en jeu I’oreille externe, les cétacés étant dépourvus de pavillons
auriculaires, mais implique I’os mandibulaire, qui transmet 1’énergie sonore au tympan via un coussin

de graisse acoustique (Wartzok & Ketten 1999).
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Une communication sonore non vocale

Différents comportements de surface générent des sons permettant une communication non vocale.
Les sauts (en anglais : « breach » ou « leap ») produisent des sons, lors de I’'impact, qui peuvent
diffuser a plusieurs kilomeétres sous 1’eau. Ils sont principalement observés au cours de phases de
stimulation sexuelle, de localisation de proies ou en réponse a un dérangement. Les frappes de
nageoires caudales sont principalement observées lors de comportements agonistiques, alors que
les frappes de pectorales peuvent également constituer des signaux d’invitation au jeu ou a la

socialisation (Dudzinski et al. 2009).

c) Une utilisation limitée des signaux visuels

La vision en milieu aquatique est soumise a des contraintes de diffusion de la lumiére. En effet,
I’intensité lumineuse diminue trés rapidement avec la profondeur (ex : a 100 m sous la surface, il ne
reste que 0.5% de I’intensité lumineuse). De plus, son spectre se réduit a la couleur bleue car les grandes
longueurs d’ondes sont absorbées par I’eau, et la turbidité peut limiter grandement la visibilit¢ méme
proche de la surface dans les eaux riches en matieres en suspension (zones riches en nutriments, eaux

coticres, etc.).

Les yeux des cétacés présentent des adaptations a ces contraintes, privilégiant la sensibilité a la lumiere
par rapport a 1’acuité visuelle. Ils possédent ainsi une membrane réfléchissante derriére la rétine
(tapetum lucidum) et une vision principalement basée sur les batonnets, les cellules photoréceptrices qui
permettent la vision en faible luminosité (Cozzi et al. 2016). Une étude récente a montré que le pigment
qu’ils contiennent (la rhodopsine) a un maximum de sensibilité¢ décalé vers la lumiere bleue (longueur
d’onde £=488 nm) par rapport aux mammiferes terrestres (Meredith et al. 2013). A I’inverse, les cones,
qui sont impliqués dans la perception des couleurs lorsque la luminosité est élevée, ne représentent que
1-2% des cellules photoréceptrices de la rétine. De plus, sur les deux geénes codant pour les opsines
(pigment des cones) chez les artiodactyles, 1’un est non-fonctionnel chez toutes les especes de cétacés
(SWS1) alors que ’autre (LWS) est également inactivé chez les espéces évoluant a forte profondeur (en

zone « aphotique ») comme le cachalot, la plupart des baleines a bec et tous les mysticetes sauf la baleine
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pygmée (Peichl et al. 2001, Meredith et al. 2013). Ceci indique qu’au cours de I’évolution les cétacés
ont perdu la vision en couleur et sont devenus monochromates. Enfin, la forme méme de leur cristallin
est sphérique comme celui des poissons (Mass & Supin 2007), plutdt que lenticulaire comme c’est le
cas chez les mammiferes terrestres. Ceci leur permet d’avoir une vision emmétrope (sans

accommodation) dans I’eau, qui présente un indice de réfraction plus important que 1’air (1.34 vs. 1.00).

Le sens de la vue chez les cétacés est donc adapté aux contraintes du milieu aquatique. En interaction
avec les autres sens et notamment 1’audition, il leur permet de percevoir leur environnement, de
s’orienter et d’identifier leurs proies sous I’eau méme a de grandes profondeurs. Ils se servent également
de ce sens pour communiquer sur de courtes distances en adoptant des postures spécifiques comme
I’ouverture de la gueule (menace), différents sauts, I’écartement des pectorales, ou des postures
corporelles en « S ». Enfin, les différences de coloration entre individus et entre males et femelles
semblent également jouer un réle dans la reconnaissance inter-individuelle, la communication sociale et

la reproduction (Dudzinski et al. 2009).

L’ceil des cétacés présente toutes les caractéristiques requises pour une bonne sensibilité visuelle dans
I’eau, mais ils disposent également d’une vision relativement efficace dans I’air. La myopie excessive
en milieu aérien, qui pourrait étre induite par la forme sphérique du cristallin, est évitée grace a trois
mécanismes principaux : une cornée dont les bords nasaux et temporaux sont aplatis, un cristallin qui
posséde un indice de réfraction hétérogene, ainsi qu’une constriction intense de la pupille due a la forte
luminosité au-dessus de la surface (Mass & Supin 2007). Les cétacés peuvent donc utiliser la vision
pour inspecter des objets dans I’air en adoptant la position de la chandelle (« spyhopping »)® ou
éventuellement pour capturer des proies hors de I’eau par des stratégies d’échouages volontaires (orques

Orcinus orca, grands dauphins) (Dudzinski et al. 2009).

¢ L’animal est en position verticale avec la téte élevée au-dessus de la surface
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d) Autres sens: mécanoréception,  électroréception  passive, et

magnétoréception

Le sens du toucher est également important chez les cétacés pendant les activités de socialisation et de
reproduction. Bien qu’il n’y ait pas d’observation de « grooming » (toilettage mutuel) & proprement
parler, des contacts tactiles sont fréquents entre individus, notamment entre la mére et son petit. De plus,
une grande sensibilité tactile, notamment autour de la té€te, permet probablement une perception fine de
I’¢écoulement de 1’eau lors de la nage, fournissant des informations sur la vitesse de nage et la profondeur
(Ridgway & Carder 1993). Alors que les ancétres des cétacés étaient couverts de poils, ceux-ci sont
absents ou quasiment chez les especes modernes (ils disparaissent lors du développement
embryonnaire). Des vibrisses sont cependant présentes chez tous les cétacés, sauf les odontocétes
adultes, chez lesquels demeurent néanmoins des cryptes vibrissales bilatérales sur le rostre,
probablement impliquées dans 1’électroréception passive chez certaines especes (cf. paragraphe
suivant). Lorsqu’elles existent, les vibrisses présentent un follicule densément innervé et entouré d’un
sinus veineux permettant une perception vibro-tactile fine des mouvements : elles jouent ainsi
probablement un role dans la perception générale de I’environnement a I’instar de la ligne latérale des
poissons. La baleine noire du Groenland posséde de nombreuses vibrisses, particuliérement atour de
1’évent. Celles-ci apportent probablement des informations utiles a la respiration telles que la proximité
de la surface lorsqu’elles émergent, ou la détection de glace au-dessus d’elles. Leur éventuelle sensibilité
a la vitesse du vent et a sa direction sont également susceptibles de fournir des informations
complémentaires a la perception chimique de molécules volatiles. Les vibrisses du rostre pourraient
quant a elles jouer un réle dans I’ingestion de nourriture chez cette espéce qui filtre passivement le
plancton en surface, en détectant les proies ou les matiéres non comestibles comme la glace (Berta,

Ekdale, Zellmer, et al. 2015, Drake et al. 2015).

L’¢électroréception passive, ¢’est-a-dire la perception d’un champ électrique dans I’environnement, est
répandue chez les poissons élasmobranches qui possédent des organes récepteurs spécifiques dans leur
tégument, appelés ampoules de Lorenzini. Ces organes permettent de détecter les mouvements des

proies sur de courtes distances, lorsque la luminosité est faible, ou lorsqu’elles sont enfouies dans le
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substrat. De fagon similaire, le dauphin de Guyane (Sotalia Guianensis) est capable de détecter des
champs électriques avec un seuil bien inférieur a celui des courants générés par les mouvements des
poissons (4.6 uV/cm vs. 90 a 1000 uV/cm) (Czech-Damal et al. 2013). La suppression de cette capacité
par I’application d’un moule de plastique sur le rostre suggere que les cryptes vibrissales constituent
effectivement les organes récepteurs impliqués dans cette électro-sensibilité. Ces cryptes, innervées par
le nerf trigéminal, sont retrouvées chez de nombreux delphinidés, mais des ¢tudes fonctionnelles

complémentaires sont nécessaires afin d’établir la généralité de ce sens particulier.

La perception du champ magnétique terrestre a été suggérée chez les cétacés des les années 1980, suite
a des échouages inexpliqués (Klinowska 1985). Il semble en effet que les rorquals suivent des lignes de
minima d’intensité géomagnétique lors de leur migration (Walker et al. 1992), comme s’ils étaient
équipés d’une « boussole » interne leur permettant de s’orienter dans la direction Nord-Sud. Certaines
anomalies géomagnétiques locales pourraient ainsi les désorienter et les conduire sur des zones de faible
profondeur, ce qui provoquerait des échouages massifs (Kirschvink et al. 1986). Cette hypothése est
appuy¢e par deux études récentes montrant que les flux d’énergie magnétique provenant du soleil, et
notamment les éruptions solaires, sont corrélés avec le nombre d’échouages de cétacés, tant d’un point
de vue temporel que quantitatif (Vanselow et al. 2009, Ferrari 2017). Les bases anatomiques de la
magnétoréception sont encore mal connues chez les vertébrés en général, et plusieurs hypothéses ont
été avancées. Les études les plus convaincantes ont mis en évidence un mécanisme basé sur la magnétite,
un oxyde de fer biogénique (Fes04), qui a été localisé dans le bec des pigeons voyageurs et les narines
de la truite arc-en-ciel (Diebel et al. 2000, Wiltschko et al. 2010). Le stimulus serait transmis au cerveau
via la branche ophtalmique du nerf trigéminal (Wiltschko & Wiltschko 2007). Chez les cétacés, de la
magnétite a été retrouvée dans la dure-mere, sous le crane, chez le dauphin commun (Delphinus delphis)
(Zoeger et al. 1981). Du matériel magnétique a également été observé dans les méninges chez le grand
dauphin, la baleine a bec de Cuvier (Ziphius cavirostris), le marsouin de Dall (Phocoenoides dalli) et 1a
baleine a bosse (Megaptera novaeangliae) (Wartzok & Ketten 1999). Une expérience chez le grand
dauphin a récemment suggéré qu’il pourrait discriminer un dispositif contenant un bloc de néodyme

magnétisé (1.2 Tesla) d’un contréle non magnétis¢ (Kremers et al. 2014), mais les bases anatomiques
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précises de ce sens présumé des cétacés restent encore a déterminer, ainsi que des preuves

expérimentales d’une perception de champs magnétiques environnementaux.

2. Des sens chimiques globalement réduits

a) Etudes anatomiques

Nous avons vu qu’au cours de 1’adaptation des cétacés au milieu aquatique, des modifications majeures
de leur anatomie ont eu lieu, concernant en particulier leurs systémes sensoriels. Les sens chimiques ne
font pas exception, notamment pour ce qui concerne les structures anatomiques associées a la perception
des molécules dans 1’air. Notamment la migration des narines sur le sommet du crane (Fig. 2) et
I’apparition des systemes de vocalisation dans le larynx et la cavité nasale ont profondément impacté la
structure des voies aériennes supérieures. Par exemple, et contrairement aux mammiferes terrestres, il
existe une séparation anatomique entre les voies digestives et respiratoires dans I’oropharynx : le larynx
vient s’insérer directement dans le passage nasal grace a une élongation des cartilages épiglottique et
cunéiforme, empéchant le passage d’air de la cavité buccale vers la cavité nasale (rétrolfaction) et le

passage de nourriture dans la trachée (fausse déglutition) (Fig. 3).

Les structures anatomiques périphériques impliquées dans 1’olfaction ne sont pas seulement
profondément modifiées, mais elles ont également fortement régressé au cours de 1I’évolution des cétacés
par rapport aux mammiferes terrestres, et ce de fagon plus marquée chez les odontocétes. Chez ces
derniers, les os nasaux sont compressés dans le plan antéro-postérieur (Fig. 2) et n’ont pas de lames
osseuses formant des cornets nasaux comme chez les mammiferes terrestres. De plus, le nerf olfactif
(nerf cranien I) régresse durant I’embryogénése, tout comme le bulbe olfactif (Oelschldger & Buhl 1985,
Oeschlager & Oelschlager 2009). De facon surprenante, les zones cérébrales impliquées dans le
traitement de 1’information olfactive (rhinencéphale ou « cerveau olfactif ») comme les tubercules
olfactifs, le cortex pyriforme et I’amygdale, demeurent relativement développées (Jacobs et al. 1971,

Ridgway 1988).
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Figure 2. Représentation schématique des os craniens des cétacés actuels (c et d) et de leurs ancétres (a

na
premaxilla W parietal

anterior frontal
P

et b) (Berta et al. 2014). On distingue les changements anatomiques intervenus au cours de 1’adaptation
des especes a un mode de vie entiérement aquatique, avec I’allongement caudal de 1’os prémaxillaire
(bleu) au-dessus de I’os maxillaire (rouge) ainsi que la compression antéro-postéricure de 1’os nasal.
L’ouverture des narines migre donc progressivement vers le haut du crane, permettant une respiration

dans I’air avec la téte quasi-entiérement immergée.

Le nerf trigéminal pourrait également intervenir dans la perception des stimuli chimiques, comme c’est
le cas chez les mammiféres terrestres car il constitue le plus développé des nerfs craniens chez les
mysticetes et n’est supplanté que par le nerf auditif chez les odontocetes (Ridgway et al. 1988). 1l est
également possible que d’autres nerfs projettent des fibres sensitives dans les voies aériennes supérieures
et notamment le nerf terminal (nerf cranien 0). Ce nerf, qui a été décrit chez de nombreux vertébrés,
projette a la fois dans la muqueuse nasale en suivant le nerf olfactif ainsi que dans les aires limbiques et
olfactives du cerveau, notamment dans I’hypothalamus ou il semble stimuler la sécrétion de la
gonadolibérine (GnRH) (Schwanzel-Fukuda et al. 1987). Bien que ses fonctions n’aient pas été encore

précisément décrites, de nombreux auteurs considérent qu’il pourrait jouer un réle de neuro-modulateur
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de la perception de molécules odorantes ayant une action sur le systéme reproducteur telles que les
phéromones (Bordoni & Zanier 2013, Vilensky 2014). Bien qu’il ait été suggéré que le nerf terminal a
perdu sa composante olfactive chez les odontocétes (Oeschlager et al. 1987), des images obtenues par
tomodensitométrie (CT scan), chez le grand dauphin, confirment que ce nerf traverse I’ethmoide pour

innerver la cavité nasale (Colbert et al. 2005).

Passage nasal osseux

Oesophage

Trachée

Figure 3. Représentation schématique des cavités orale et nasale chez une espece de cétacé odontocete,
le globicéphale noir (Globicephala melas). On distingue 1’allongement des cartilages épiglottique et
cunéiforme qui viennent connecter directement la trachée au passage nasal, séparant physiquement les
voies respiratoire et digestive et empéchant toute rétrolfaction ou fausse déglutition. CU : cartilage

cunéiforme, EC : cartilage épiglottique, TC : cartilage tympanohyal, (adapté de Cozzi et al. 2016).

Chez les mysticétes, les structures olfactives présentent un développement plus important. L’étude la
plus compléte a été effectuée chez la baleine noire du Groenland, pour laquelle les bulbes olfactifs sont
relativement volumineux par rapports aux autres espeéces de mammiféres (0.13% du poids total du

cerveau vs. 0.008% chez I’humain) et se trouvent au fond d’un canal osseux de la boite cranienne (Fig.
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4). La dure-mére qui les entoure est perforée, laissant passer des fibres nerveuses qui se prolongent a
travers la lame criblée de I’os ethmoide jusqu’a un récessus dans le canal nasal appelé « chambre
nasale », ou se trouvent plusieurs os turbinés (Thewissen et al. 2011). Ces structures semblent exister
chez la plupart des mysticetes, car leur présence a également été rapportée chez d’autres espéces comme
le petit rorqual (Godfrey et al. 2013), le rorqual commun et la baleine a bosse (Breathnach 1960). En
revanche, une étude récente suggere que la partie dorsale des bulbes olfactifs principaux, connue
notamment pour son implication dans la perception des signaux d’alarme chez les rongeurs, est absente

chez les mysticétes (Kishida, Thewissen, Hayakawa, et al. 2015, Kishida, Thewissen, Usip, et al. 2015).

Alors que I’organe voméronasal semble avoir totalement régressé chez les odontocetes adultes (Buhl &
Oelschldger 1986), sa présence chez les mysticetes est encore controversée. Récemment, des conduits
naso-palatins aveugles, similaires a ceux des chevaux, ont été¢ décrits chez un nouveau-né de baleine
grise (Berta, Ekdale, Zellmer, et al. 2015). Cette découverte vient compléter d’anciennes descriptions
de structures similaires chez d’autres espéces comme le rorqual commun (Balaenoptera physalis), le
rorqual bleu (Balaenoptera musculus), le rorqual boréal (Balaenoptera borealis) et la baleine a bosse
(Megaptera novaeangliae). Cependant 1’absence de données précises et complétes sur cette question
semble étre lie a la rareté d’études anatomiques détaillée de la cavité orale de ces animaux. En effet,
les nécropsies des spécimens échoués représentent des défis logistiques et techniques importants chez
ces animaux de grande taille, et la langue notamment subit une décomposition rapide apres la mort.
Cette lacune pourrait également étre expliquée par une variation interspécifique ou interindividuelle,
comme c’est le cas chez I’humain (Jacob et al. 2000). Des études histologiques complémentaires sont
maintenant nécessaires pour confirmer que la structure de ces conduits récemment décrits présente bien

les caractéristiques de I’organe de Jacobson.
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Figure 4. Schémas des structures olfactives présentes chez les mysticétes (a et b), adaptés de Thewissen

et al. (2011), et coupe parasagittale du crane d’un petit rorqual (c) (Godfrey et al. 2013)
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Concernant la gustation, les bourgeons du got ont été décrits, bien qu’en quantité réduite, chez plusieurs
espéces de cétacés odontoceétes comme le grand dauphin, le dauphin bleu et blanc (Stenella
coeruleoalba), le marsouin commun (Phocoena phocoena), le dauphin a flancs blancs du Pacifique
(Lagenorhynchus obliquidens) et la baleine a bec de Stejneger (Mesoplodon mirus) (Komatsu &
Yamasaki 1980, Behrmann 1988, Kuznetzov 1990, Yoshimura & Kobayashi 1997, Shindo et al. 2008).
IIs ont été localisés principalement dans les sillons en forme de V situés au niveau de la racine de la
langue, alors que la partie distale de la langue est recouverte d’un épithélium stratifi¢ plus épais
(Ferrando et al. 2010). Certains auteurs rapportent une absence de bourgeons du goit chez plusieurs
especes d’odontocétes qui pourrait étre expliquée par une tendance de ces structures a régresser chez
I’adulte (Komatsu & Yamasaki 1980, Kuznetzov 1990, Shindo et al. 2008). Chez les mysticétes,
I’unique étude approfondie de la langue réalisée a ce jour, chez une baleine grise nouveau-né, a mis en
¢vidence de nombreuses papilles fongiformes, généralement associées a des bourgeons du gott chez les

mammiféres (Berta, Ekdale, Deméré, et al. 2015).

La dent du narval : un organe de chémoréception atypique

Une étude multidisciplinaire a récemment montré que la dent du narval, une canine supérieure
gauche hypertrophiée principalement chez les males, serait impliquée dans la chémoréception. Sa
couche externe est percée de multiples canaux pénétrant jusqu’a la pulpe ou se trouvent des
structures nerveuses sensibles a la salinité, innervées par le systéme trigéminal. Des expériences
comportementales ont confirmé cette fonction chémosensorielle, les animaux réagissant a
I’irrigation de leur corne avec une solution salée par une augmentation de leur rythme cardiaque

(Nweeia et al. 2014).

b) Etudes génétiques

De fagon générale, on retrouve au niveau moléculaire ce qui est observé au niveau anatomique.

Les génes des OR et des TAAR présentent des taux élevés de pseudogénisation chez les odontocétes
(74 — 100%) alors qu’ils sont plus faibles chez les mysticetes (29 - 58%) (Kishida et al. 2007, McGowen
et al. 2008, Hayden et al. 2010, Kishida, Thewissen, Hayakawa, et al. 2015). De plus, plusieurs génes
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reliés a I’olfaction comme OMACS (Olfactory medium-chain acyl-CoA synthetase) et NQO1 (NADPH
dehydrogenase quinone 1) semblent étre inactivés chez 1’ancétre commun des cétacés (Kishida,

Thewissen, Hayakawa, et al. 2015) (Fig. 5).

Les génes des récepteurs voméronasaux, VIR et V2R, semblent également étre inactivés avant la
séparation entre les odontocétes et les mysticetes qui ne possédent qu'un ou deux géne VIR encore

intact dans leur génome (McGowen et al. 2008, Yu et al. 2010, Kishida, Thewissen, Usip, et al. 2015)

(Fig. 5).
Artiodactyles Mysticétes Odontocétes

\ Perte du bulbe olfactif
Perte du nerf olfactif

Pseudogénisation de la plupart des génes OR

\ Pseudogénisation de la plupart des génes VIR et V2R

Pseudogénisation des genes TI1R et T2R
Pseudogénisation de OMACS et NQO1

Figure 5. Evolution des structures anatomiques et génétiques chez les cétacés, adapté de (Kishida,

Thewissen, Usip, et al. 2015)

Du point de vue des capacités gustatives, on observe comme pour [’olfaction des taux de
pseudogénisation importants. Ainsi, les génes des récepteurs du sucré, umami, amer et acide semblent
non fonctionnels, alors que le géne canal salé est intact (Feng et al. 2014, Zhu et al. 2014, Liu et al.
2016). Etant donné que certaines de ces mutations sont communes aux mysticétes et odontocetes, il est
probable qu’elles soient apparues chez les ancétres communs aux deux groupes, il y a environ 45

millions d’années (Kishida, Thewissen, Hayakawa, et al. 2015) (Fig. 5).
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c) Etudes comportementales

Bien que des préférences de gofit aient été rapportées de fagon empirique chez les dauphins captifs
durant la seconde moiti¢ du XX°¢ siecle (se référer a Lowell & Flanigan (1980) pour une revue de la
littérature a ce sujet), les premieres études comportementales sur ce sujet n’ont été effectuées qu’a partir
des années 1980 grace a des expériences de conditionnement. Aux USA, Friedl et al (1990) ont entrainé
des grands dauphins a mordre une plaque dans laquelle des perforations permettaient de diffuser un flux
contrdlé de solutions plus ou moins concentrées des quatre gotits de base (acide, sucré, salé et amer) ou
de I’eau distillée (contrdle). Ils les ont ensuite conditionnés a maintenir cette position s’ils percevaient
un golt ou bien a relacher la plaque s’ils ne percevaient pas de stimulation chimique (expérience de
conditionnement opérant de type « go/no-go »). Ces tests ont permis de déterminer les seuils de
détection de ces golits basiques, qui se sont avérés légeérement supérieurs a ceux des humains. Avec un
protocole semblable, Kuznetsov (1990) a globalement pu confirmer ces observations chez de grands
dauphins de la mer noire. Les résultats obtenus étaient globalement identiques, a ’exception de la saveur
sucrée pour laquelle le chercheur Russe n’a pas observé de réponse pour des solutions contenant du
sucrose ou du glucose, a des concentrations allant jusqu’a 0.6 M, alors que 1’équipe américaine avait
déterminé un seuil d’environ 0.1 M (Friedl et al. 1990). Malgré cette discordance et le fait que le gotit
umami (glutamate) n’ait pas été testé a cette époque, il apparait clairement que les dauphins peuvent

détecter les principaux golts primaires grace a des récepteurs présents dans leur cavité orale.

Une expérience plus récente, utilisant des glagons aromatisés comme stimulus, a été effectuée chez des
grands dauphins, toujours en captivité. Dans cette étude, le parametre mesuré comme indice
comportemental de la perception du golt est le temps passé avant que [’animal ne
« quémande » (réclame en ouvrant la gueule) un nouveau glacon. Les résultats suggerent que les
animaux testés présentent une préférence pour les gotits de poisson par rapport au goit de crevette ou a
un contrdle (glagon non aromatisé¢) (Kremers et al. 2016). Ceci tend a prouver que les dauphins peuvent
¢galement détecter des gotts artificiels par la cavité orale, dans un contexte alimentaire. De plus, malgré

une rétrolfaction impossible a cause de la structure du larynx, il semblerait que les grands dauphins
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puissent percevoir, via leur cavité buccale, des molécules odorantes présentes dans 1’cau. En effet,
Kuznetsov (1990) a observé que des réactions physiologiques autonomes, telles qu’une réponse
galvanique et une augmentation des rythmes cardiaque et respiratoire, étaient déclenchées lorsqu’on
irrigue la cavité orale d’un grand dauphin avec des substances odorantes comme le camphre, la
triméthylamine, I’indole et 1’acide valérique. Il a par conséquent nommé « quasi-olfaction » cette
capacité a détecter, dans I’eau, des substances généralement pergues dans I’air par les espéces terrestres

(notamment grace a la stimulation du systéme trigéminal).

Les études comportementales concernant la perception de molécules dans 1’air via les voies respiratoires
chez les cétacés sont encore plus rares. Leur présence dans des zones de forte productivité primaire,
comme par exemple dans les agrégations de krill (Nowacek et al. 2011), de sardines (« sardine run »)
(O’Donoghue et al. 2010) ou de harengs (Willson & Womble 2006), suggérent qu’ils peuvent percevoir
des signaux a longue distance, comme les oiseaux et probablement les pinnipedes. Ils se basent
vraisemblablement sur une perception multisensorielle pour repérer ces sites d’alimentation, en
combinant la chémoréception et les signaux acoustiques ou visuels émis par les proies ou les autres
prédateurs présents sur la zone (poissons, oiseaux ou mammiféres marins, etc.) (Torres 2017). Chez les
odontocetes, une expérience récente en captivité a suggéré que les grands dauphins pergoivent, dans
I’air, I’odeur du poisson décomposé (Kremers et al. 2016). Chez les mysticétes, aucune expérience n’a
¢été menée sur ce sujet, mais leurs structures anatomiques olfactives relativement développées, ainsi
qu’une moindre proportion de geénes OR pseudogénisés, ont poussé plusieurs auteurs a émettre
I’hypothése que ces animaux filtreurs pourraient utiliser les odeurs (ex. DMS) pour trouver les zones de
nourrissage, comme cela a été démontré chez les oiseaux marins (Thewissen et al. 2011, Berta, Ekdale,
Zellmer, et al. 2015, Kishida, Thewissen, Usip, et al. 2015, Drake et al. 2015, Torres 2017). De plus,
des observations chez la baleine a bosse en zone d’alimentation ont montré que ces animaux suivent
préférentiellement des trajectoires contre le sens du vent, suggérant une orientation des déplacements

permettant la détection d’une piste olfactive (Hagelin et al. 2012).

La communication chimique inter-individuelle, a la fois dans I’air et dans ’eau, a été suggérée chez

plusieurs espéces de cétacés, a la suite d’observations empiriques. Par exemple, les belugas ont tendance
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a réagir au sang de leurs congéneres dissous dans I’eau par une réaction de fuite ou d’excitation,
suggérant la sécrétion de signaux d’alarme (Lowell & Flanigan 1980, Dudzinski et al. 2009). La
présence de phéromones a également été suggérée par plusieurs auteurs. Par exemple, chez plusieurs
especes d’odontocetes, les males suivent les femelles matures en chaleur en approchant leur rostre de la
fente génitale (un comportement appelé « goosing ») ou méme en [’apposant directement dessus
(« genital tracking »), alors que cela n’est pas observé en dehors de la saison de reproduction, ou pour
les femelles immatures (Dudzinski 1998, Muraco & Kuczaj 2015). De facon similaire, chez les
mysticetes, les rorquals (notamment le rorqual bleu) males poursuivent les femelles, de pres, dans leur
sillage, suggérant la sécrétion de substances sexuelles informatives (Richard Sears 2015, communication
personnelle). Enfin, des molécules chimiques pourraient également jouer un role dans la communication
sociale en général. Ceci est suggéré par des observations dans le milieu naturel comme chez les dauphins
a long bec (Stenella longirostris) qui semblent nager « délibérément » au travers des feces de leurs
congéneres (Norris et al. 1994). Une étude expérimentale menée par Kuznetsov (1990) a montré que
I’'urine et les féces de congénéres, lorsqu’ils sont perfusés dans la cavité orale méme a faible
concentration (jusqu’a 1:100), provoquent une réaction du systéme nerveux autonome (augmentation
des fréquences cardiaque et respiratoire, et de la réponse galvanique) chez le grand dauphin et le dauphin

commun.

11 est ainsi possible que les cétacés détectent les substances chimiques présentes dans les excrétions des
congéngéres, ou sécrétées par des glandes annexes comme les glandes péri-anales, jouant un réle dans la
reproduction ou le statut hiérarchique chez les artiodactyles terrestres (Miiller-Schwarze 1991,
Archunan et al. 2014). Ceruti et al. (1985) ont par ailleurs montré que la composition des urines, des
feces et des sécrétions des glandes anales étaient comparables a celles de mammiferes terrestres. De
plus, la communication chimique est susceptible de jouer un rdle dans les relations entre la mere et le
jeune, comme c’est le cas chez la plupart des mammiféres terrestres et notamment les artiodactyles. Tel
que mentionné précédemment (paragraphe 2.a), les structures gustatives sont plus développées chez les
juvéniles que chez les adultes. Ceci pourrait étre 1ié a la détection des substances présentes dans le lait,

ou émises par des glandes dans la région mammaire, un processus déterminant chez les ongulés terrestres
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(Schaal 2010). On peut également émettre 1’hypothése que les femelles détectent les molécules émises
dans 'urine ou la région génitale de leur nouveau-né. Ceci est suggéré par 1’observation fréquente de
comportements de « goosing » pendant les mois qui suivent la naissance (Muraco & Kuczaj 2015).
Cependant, hormis les expériences anciennes de Kuznetsov portant sur les réponses physiologiques
induites par la détection des féces et de 'urine de congénéres par les dauphins, aucune validation

expérimentale n’existe sur I’existence d’une potentielle communication chimique chez les cétacés.

A la lumiére des données et connaissances rassemblées dans cette introduction, les objectifs principaux
de cette these étaient 1) d’établir si les cétacés présentent une réponse comportementale spécifique a des
stimuli chimiques liés a leur alimentation, attestant de capacités chimio sensorielles fonctionnelles puis
2) d’initier I’exploration des substrats anatomiques et chimiques sous-tendant I’émission, la réception et

I’intégration des signaux et indices chimiques.
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C. Approche expérimentale

1. Intérét d’une étude multidisciplinaire

Nous avons pu constater dans les parties précédentes que, malgré le fait que la chémoréception soit
cruciale pour la survie et la reproduction des autres taxons de vertébrés aquatiques, ce sujet n’a pas
encore fait ’objet de recherches approfondies chez les cétacés. Les interrogations restent nombreuses
car les rares études sur le sujet apportent des résultats contradictoires : par exemple, les données
génétiques et anatomiques montrent une tendance a la régression voire une disparition des sens
chimiques notamment chez les odontocétes, mais les quelques études et observations comportementales
dont nous disposons suggérent pourtant qu’ils réagissent aux stimuli chimiques. Au cours de cette
recherche, j’ai donc cherché a apporter de nouveaux éléments de réponse a cette question toujours

controversée.

En écologie comportementale, la communication se définit comme 1’émission d’un signal par un
individu (émetteur) provoquant une réponse comportementale ou physiologique chez I’individu qui le
percoit (receveur) (Scott-Phillips 2008). Afin de couvrir ces différentes phases depuis 1’émission de
signaux chimiques jusqu’a leur perception et la réponse comportementale induite, il a été nécessaire de
faire appel aux méthodes et concepts issus de différentes disciplines scientifiques complémentaires.
Cette approche pluridisciplinaire inclut : (a) des études comportementales (b) des investigations
anatomo-histologiques des structures réceptrices grace aux techniques d’immunohistochimie, (c) ainsi
qu’une description chimique des composés émis via leurs sécrétions, dans le cadre d’une potentielle

communication inter-individuelle.

L’approche comportementale est une étape cruciale pour 1’étude du fonctionnement d’un canal
sensoriel. En effet, les caractéristiques anatomiques, génétiques et moléculaires d’un systéme sensoriel
ne prédisent pas nécessairement s’il est fonctionnel ou non. L’étude de la gustation chez le colibri
(Archilochus colubris) constitue un excellent exemple pour illustrer cette dissociation entre structure et
fonction : malgré I’absence de récepteur au goiit sucré (T1R2) chez cette espéce, des chercheurs ont

montré que les animaux pouvaient discriminer le sucrose. Cette observation comportementale a conduit
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a une investigation plus poussée des récepteurs du gott et a la découverte inattendue d’une modification
génétique des deux sous-unités du récepteur a 'umami T1R1-T1R3, permettant au final de détecter le
sucré (Baldwin et al. 2014). Dans cet esprit d’ouverture, il m’a paru nécessaire d’établir clairement dans
un premier temps, si les cétacés réagissent a des stimuli chimiques par une réponse comportementale.
Cette premicre étape a constitué¢ la majeure partie du travail expérimental de ma these, car elle a nécessité
de conséquentes étapes de mise au point de protocoles expérimentaux totalement nouveaux, a la fois
dans des conditions controlées et dans le milieu naturel. J’ai choisi de travailler chez des odontocétes et
chez des mysticetes afin de déterminer les similitudes et les différences dans les capacités chimio-
sensorielles de ces deux groupes de cétacés. Une fois établie la réalité de cette réponse comportementale
aux indices chimiques, j’ai initi¢ deux études visant a éclaircir les bases anatomiques et chimiques

susceptibles d’étre impliquées dans la chémoréception chez ces especes.

2. Modéles et sites d’étude

Comme indiqué plus haut, pour une approche globale de la chémoréception dans I’ordre de cétacés, j’ai
inclus dans mon étude, des espéces appartenant aux deux groupes actuels, les odontocétes et les

mysticétes.

Pour les études comportementales chez les odontocétes, mon choix s’est porté vers deux especes ayant
des écologies alimentaires bien distinctes. Le grand dauphin est une espéce au comportement alimentaire
trés plastique, qui se nourrit d’une grande variété de proies (poissons, céphalopodes) principalement
dans les 50 - 100 premiers métres sous la surface (Blanco et al. 2001). Cette espéce constitue un modeéle
répandu pour les études comportementales et physiologiques chez les cétacés, de par sa grande aire de
distribution et surtout sa disponibilité en captivité. Une étude comportementale préalable, en milieu
contr6lé a ainsi été effectuée avec les dauphins du Marineland d’Antibes, avec qui une collaboration

avait déja été établie.
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L’autre espéce ciblée est le globicéphale noir, une espéce qui se nourrit quasi exclusivement de calmar
(teutophage) a des profondeurs de plusieurs centaines de métres (Astruc, 2005; Canadas & Sagarminaga,
2000; De Stephanis et al., 2008; Quick et al., 2017). L’¢tude des réactions comportementales a des
stimuli chimiques identiques chez ces deux espéces permettrait donc de déterminer si les différences
d’écologie alimentaire se reflétent dans une utilisation différentielle des sens chimiques. La
méditerranée occidentale, et notamment la cOte andalouse, a été choisie comme site d’étude car elle
abrite des populations résidentes de grands dauphins et de globicéphales noirs (Globicephala melas),

qui sont fréquemment observés dans les méme zones.

Chez les mysticetes, mon choix s’est porté sur la baleine a bosse, largement distribuée et dont les
populations sont en augmentation a 1’échelle mondiale (Zerbini et al. 2010). Son comportement a fait
I’objet d’un grand nombre de recherches car elle est relativement facile a observer lorsqu’elle se
rapproche des cotes en période de reproduction et d’alimentation. C’est également la seule espece de
mysticéte qui a fait I’objet d’une étude comportementale (préliminaire) reliée a 1’olfaction. Celle-ci a
suggéré que ces baleines pourraient utiliser des pistes olfactives en se déplagcant dans le sens contraire
du vent (Hagelin et al. 2012). Autre argument en faveur de cette espéce : elle se reproduit I’hiver dans
des eaux chaudes proches des tropiques et migre chaque été pour s’alimenter aux hautes latitudes. De
ce fait, cette migration annuelle offrait donc la possibilité d’étudier la chémoréception de la baleine a
bosse dans différentes conditions environnementales et lors de stades distincts de son cycle reproducteur.
J’ai ainsi réalisé une étude multi-sites sur deux années consécutives. D’une part, j’ai mis en place des
expériences durant la saison de reproduction dans des eaux oligotrophes ou elles ne se nourrissent
jamais, et dont I’environnement ne comporte pas (ou peu) de stimulus chimique li¢ a I’alimentation
(Océan Indien). D’autre part, j’ai étudi¢ leur capacités chimio-sensorielles dans des zones ou elles se
nourrissent principalement de poisson (Islande) et de krill (Antarctique) durant des périodes
d’« engraissement » cruciales pour la constitution de leurs réserves énergétiques, et ou les substances

chimiques alimentaires sont alors fortement concentrées.

Pour des analyses histologiques et chimiques, j’ai participé a différentes collaborations afin de

maximiser le nombre d’échantillons collectés. Sur le territoire national, nous avons intégré le Réseau
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National Echouage (RNE), qui gére la prise en charge des animaux échoués (principalement cétacés,
pinnipédes et tortues marines) et I’exploitation scientifique des données collectées. J’ai également établi
une collaboration avec le département de pathologie de la faculté vétérinaire d’Utrecht qui effectue la
plupart des nécropsies des mammifeéres marins échoués aux Pays-Bas. Cela a permis la collecte
d’échantillons biologiques de marsouin commun, une espece qui s’échoue fréquemment sur les cotes

hollandaises, en vue de ’analyse chimique des composés présents dans ces prélévements.
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CHAPITRE 1: REACTIONS COMPORTEMENTALES A DES STIMULI

CHIMIQUES DANS UN CONTEXTE ALIMENTAIRE

L’étude du comportement des cétacés est le socle de cette these, et ’essentiel de mon travail a consisté
a investiguer la réaction des cétacés exposés a différents stimuli chimiques alimentaires. D’autres
approches comme les études d’électrophysiologie, généralement utilisées chez les rongeurs ou les
amphibiens pour mesurer les réponses nerveuses, ne sont pas concevables en pratique chez ces grands
animaux aquatiques pour des raisons pratiques et éthiques. De plus, I’étude des réactions spontanées
offrent I’opportunité de déterminer a la fois si les animaux peuvent percevoir un composé chimique dans
son environnement, et quels sont les comportements qui sont associés a la perception de ce stimulus.
Ces observations peuvent ensuite guider d’autres études, notamment anatomiques, afin d’explorer les

structures potentiellement impliquées dans cette perception.

Dans ce chapitre, je présente trois études comportementales réalisées chez les cétacés odontocetes et
mysticétes. La premicre a été réalisée en milieu contrdlé chez une espéce d’odontocéte (le grand
dauphin) afin de mesurer des réactions individuelles, sur des animaux isolés lors des tests, et donc de
s’affranchir des biais liés aux interactions entre les individus chez ces espéces aux structures sociales
complexes (Manuscrit 1). Réaliser des tests en milieu controlé permet également d’établir des
protocoles expérimentaux simples et rigoureux, de matitriser la plupart des paramétres expérimentaux et
d’améliorer la reproductibilité des résultats (présentation des stimuli, qualité de 1’eau, etc.). Ce type
d’expérience “en laboratoire” constitue ainsi une premicre approche exploratoire permettant d’aborder
les aspects théoriques et méthodologiques de notre projet dans un contexte environnemental simplifié.
Cependant, travailler avec des animaux €levés en captivité comporte des inconvénients majeurs pour les
¢tudes en écologie comportementale. En effet, ces individus, tous nés en delphinarium, n’ont jamais été
exposés aux mélanges de gotts et d’odeurs présents dans le milieu marin. En outre ils ne présentent que
peu ou pas de comportements alimentaires naturels puisqu’ils sont exclusivement nourris de poissons
congelés et sont exposés a une faible diversité de proies (une ou deux especes généralement). Enfin, la
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simplification des conditions environnementales en captivité ne permet pas nécessairement d’extrapoler
les résultats aux individus sauvages qui doivent interagir avec un milieu complexe et changeant (Brakes
& Simmonds 2011). Ces limites du travail en captivité m’ont donc poussé, dans un deuxiéme temps, a
étudier la réponse comportementale d’odontocetes sauvages a des stimuli chimiques dans leur milieu
naturel, en m’inspirant d’expériences réalisées depuis de nombreuses années par notre équipe sur la
chémoréception des oiseaux (Manuscrit 2). Afin de compenser la grande variabilité¢ des parametres
environnementaux (vent, courant, température, etc.) et des sujets d’étude (comportement, sexe, age,
statut reproducteur, etc.) j’ai répliqué autant que possible les essais malgré des conditions
météorologiques parfois difficiles, et j’ai di limiter le nombre de composés chimiques testés par rapport
aux ambitions initiales. Ainsi, grace a I’expérience acquise avec les odontocetes lors de deux campagnes
en mer M¢diterranée, j’ai pu améliorer les protocoles et les adapter a 1’étude les capacités de
chémoréception chez une espéce de mysticéte, la baleine a bosse, dans des zones de reproduction

(Madagascar) et d’alimentation (Islande et Péninsule Antarctique) (Manuscrit 3).
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MANUSCRIT 1 : Perception d’extraits de proies dans I’eau par le grand dauphin

(Tursiops truncatus) en milieu captif

Résumé francais de I’étude :

L’utilisation des sens chimiques (goit, odorat et sensibilité trigéminale) par les cétacés odontocétes a
été trés peu explorée jusqu’a présent. Alors que les quelques études anatomiques et génétiques ayant
porté sur ce sujet suggerent qu’ils sont peu équipé€s pour percevoir les stimuli chimiques, 1’approche
comportementale reste indispensable pour explorer la fonctionnalité de cette modalité sensorielle. Nous
avons ¢laboré un test de choix spontané chez des grands dauphins (7ursiops truncatus) afin de
déterminer s’ils pergoivent et sont attirés par un extrait de poisson (maquereau), leur nourriture
habituelle. L’expérience a été menée sur quatre animaux maintenus en captivité : deux males adultes et
deux femelles juvéniles. Nos résultats montrent que lorsqu’on leur présente simultanément deux
flotteurs identiques, ['un diffusant un gotit de poisson et I’autre une solution controle, les femelles
interagissent significativement plus avec le stimulus gustatif associé au gotit de poisson. En revanche,
les males adultes ne présentent pas de préférence entre les deux diffuseurs. Par ailleurs, les femelles
juvéniles interagissent plus longtemps avec les deux diffuseurs en les manipulant avec leur bouche deux
fois plus souvent que les adultes, ce qui peut étre interprété comme une plus forte motivation pour la
tache de discrimination. Ces résultats confirment que les dauphins, au moins au stade juvénile, peuvent
percevoir un mélange chimique complexe dans I’eau. Le comportement d’attraction qu’ils ont montré
envers 1’extrait d’une proie suggere qu’ils utilisent ce sens pour trouver leur nourriture. Finalement, le
protocole que nous avons développé et validé ne nécessite aucun conditionnement et peut donc
maintenant étre facilement étendu a de nouvelles études sur 'utilisation du golit dans des contextes
alimentaires et sociaux. Par ailleurs, ce dispositif expérimental nouveau pourrait étre inclus dans les
mesures d’enrichissement de 1’environnement sensoriel et ainsi contribuer a améliorer le bien-étre des

mammiféres marins en captivité.
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A. ABSTRACT

The chemosensory abilities (i.e. taste, smell and trigeminal perception) of odontocete cetaceans are still
widely unknown. However, a better understanding of their potential use of these senses would not only
improve our knowledge of their behavioural ecology, but also allow us to develop behavioural
enrichment strategies for captive odontocetes using sensory stimulation. While studies on taste bud
anatomy and the taste receptor genes in these animals have provided useful information, ultimately
behavioural experiments are crucial to assess whether odontocetes use their sense of taste in water.
Go/no go and conditioning experiments in bottlenose dolphins (Tursiops truncatus) have previously
shown that they can perceive basic tastes, but it is still unclear whether they are able to detect food-
related chemical mixtures. We thus designed a spontaneous choice experiment using floating taste
diffusers in order to test whether captive bottlenose dolphins could detect and display attraction
behaviours towards a natural fish taste stimulus. Four dolphins, two adult males and two juvenile
females, were involved in the experiment. Our results show that the juvenile females interacted with the
fish taste diffuser significantly more than with the control. However, the adult males did not seem to
make a clear choice. Also, the juvenile females showed a significantly greater level of motivation
towards the test, spending more time interacting with the diffusers and holding them in their open mouth
more often than the adult males. These findings corroborate previous behavioural studies suggesting
that taste perception is functional in bottlenose dolphins, at least in young individuals. They also suggest
that the taste of their natural prey could be attractive to them. Finally, the methodology used in this study
proved to be easy to implement in captive odontocetes and will allow for investigating further their use
of taste in feeding and social contexts without the need for conditioning experiments that require long
periods of training. This experimental design could also be included in behavioural enrichment

initiatives in captive marine mammals.
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B. INTRODUCTION
Animals gain information about their environment through a variety of different sensory modalities. In
captive animals, knowledge of a species’ sensory capabilities is important for a number of reasons.
Various sensory stimuli (or a lack thereof) can act as significant stressors for captive animals (Morgan
& Tromborg 2007). In addition, sensory enrichment using biologically relevant stimuli may be used to
stimulate ‘natural” behavioural expression in captive animals (Wells 2009, Mills et al. 2010), and it may

be possible to incorporate natural sensory stimuli into cognitive enrichment strategies.

Various species of toothed whale (odontocetes), such as beluga whales (Delphinapterus leucas), killer
whales (Orcinus orca), and, in particular, bottlenose dolphins (Tursiops truncatus), are held in captivity
in zoos and aquariums around the world (Clark et al. 2013). While we are accumulating increasingly
detailed knowledge about the sensory systems of these animals, in particular audition and vision (see
Kremers et al., 2016a, for a recent review) very little is known about the chemical senses (taste, smell
and trigeminal perception) in odontocetes. In terrestrial mammals, these senses are involved in a wide
range of biological functions such as foraging, reproduction and orientation. This is also true for many
marine vertebrates including fish, turtles, birds and pinnipeds (Grassman & Owens 1987, Hara 1994,

Nevitt et al. 2004, Pitcher et al. 2011, Stoffel et al. 2015).

In contrast, odontocetes are thought to have very limited chemosensory abilities (Lowell & Flanigan
1980). For example, these animals lack the canonical neuroanatomical structures necessary for olfaction
as found in other vertebrates, e.g., olfactory epithelium, bulbs, nerves and tract (Jacobs et al. 1971,
Oelschlager & Buhl 2008), although these structures may be present embryonically (Oelschldger & Buhl
2008). In addition, odontocetes also appear to have a poor sense of taste. Juveniles possess small
numbers of taste buds, which diminish in number or even totally disappear in adults (Komatsu &
Yamasaki 1980, Li 1983, Behrmann 1988, Kuznetzov 1990, Yoshimura & Kobayashi 1997, Werth
2004, Shindo et al. 2008). Moreover, they usually swallow their food whole (Perrin et al. 2009) and
appear to lack functional taste receptor genes for four of the five basic vertebrate tastes (sweet, bitter,
umami, sour, and salt; odontocetes only have functional salt taste receptor genes) (Feng et al. 2014, Zhu

et al. 2014, Liu et al. 2016). Because these animals are thought to have such limited chemosensory
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abilities, very few studies have focused on this sensory system in comparison to the large number of
studies performed on other modalities like audition or vision (e.g., Supin et al., 2001; Thomas et al.,

1992; Thomas and Kastelein, 1990)

The extent to which odontocetes can perceive chemical signals, however, is still controversial. For
example, while most of the taste receptor genes (except those implicated in salt taste) are pseudogenized
in the bottlenose dolphin (Feng et al. 2014), this species has a well-developed gustatory thalamus
(Kruger 1959). Behavioural observations have suggested that bottlenose dolphins, as well as other
dolphin species, have taste preferences and can potentially perceive chemical signals from congeners’
secretions including faeces, urine and blood (Dudzinski et al., 2009; Gubbins, 2002; Muraco and i,
2015; Norris et al., 1994). Indeed, in bottlenose dolphins, some of these biological secretions (urine and
faeces) can induce an autonomous physiological response (such as an increase in heart rate, respiratory
rate and skin conductivity) when they are irrigated as dilute solutions in the oral cavity (Kuznetzov
1990).

Concerning the perception of the five basic tastes, experiments using go/no go operant conditioning in
bottlenose dolphins indicate that these dolphins could detect at least four of them (sweet, salt, bitter and
sour) at thresholds similar to those of humans (Friedl et al. 1990, Kuznetzov 1990). Kuzentov (1990)
termed this ability “quasi-olfaction” instead of gustation, mainly because the dolphins seemed to
perceive in their oral cavity some compounds that are usually perceived through olfaction in terrestrial
mammals. In a recent preliminary study, food preference was also tested in the same species (Kremers
etal., 2016b), the results of which suggest that bottlenose dolphins can discriminate artificial fish flavour
from shrimp flavour or water. However, while these aforementioned studies using conditioning and/or
go/no go experiments inform us about the ability of bottlenose dolphins to perceive some chemical
compounds, they give limited information about whether or not these compounds will naturally
influence their behaviour.

In this study, we implemented an experiment using captive bottlenose dolphins where the animals were
free to spontaneously interact with two devices (floating diffusers containing ice cubes consisting of

either natural fish mixture or a control solution) without any conditioned behaviour. This innovative,
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direct choice experiment was based on this species’ spontaneous tendency to play with floating objects
(Greene et al. 2011). We hypothesized that if the dolphins can discriminate the taste diffuser from the
control, they would interact with them differently. Furthermore, if they perceive the food-related
stimulus (fish mixture solution) as biologically relevant, the animals should display more
attraction/interaction behaviours towards the taste diffuser compared to the control. Bottlenose dolphins
were the focus of this study because most of the previous behavioural (conditioning) experiments on
odontocetes’ chemoreception have been performed on this species. As well as providing fundamental
biological information, this study on the chemoreceptive capabilities of captive bottlenose dolphins
could contribute to improve the welfare of such animals in captivity and above all, to contribute to the

conservation and management of wild populations.
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C. MATERIALS AND METHODS

1) Study animals and facilities
This study was performed at Marineland, Antibes, France, and involved four captive-born bottlenose
dolphins (Tursiops truncatus). Two of the dolphins (A1 and A2, aged 22 and 24 years old, respectively)
were adult males and the other two were juvenile females (J1 and J2, aged 7 and 4, respectively). These
animals were kept together in a social group in a main lagoon pool (43 x 40 m with a maximum depth
of 4 m) with another eight-year-old male which was not included in the experiment because of its
tendency to destroy floating objects. None of the dolphins housed in the lagoon pool were part of the

daily shows, which made them available for behavioural experiments.

2) Chemical stimuli
A natural fish taste stimulus (Fish) and a control stimulus (Control) were used. Atlantic mackerel
(Scomber scombrus) was chosen as the fish stimulus because this species had already been included in
the diet of the dolphins, thus preventing a neophobic reaction. At the same time, as the dolphins’ regular
diet consisted mostly of capelin (Mallotis villosus) and sprat (Sprattus spp.), we expected the dolphins
to have a higher level of motivation towards a less-common fish stimulus (e,g., Epstein et al., 2007).
The Fish solution was prepared by mixing 500 g of fresh mackerel in commercial spring water
(Cristaline®, Saint Yorre, France) to a final volume of 1300ml. This fish mixture was then filtered
through a 200 micron sieve and 10mL of red dye (natural beetroot extract, Terre Exotique, Rochecorbon,
France) was added to produce a homogenous and uniformly coloured solution. For the Control solution,
the spring water was coloured with the red dye in the same concentration as the fish solution. Ice cubes
were prepared by freezing 100ml of each solution at -20°C for at least 72 hours, which allowed the

destruction of potential parasites in the fish mixture.

Two stimulus presentation devices, or ‘diffusers’ were built using modified commercially available
floating chlorine diffusers for outdoor swimming pools, painted either red or blue (RAL 3000 and RAL
5019 respectively, Nuance, Motip Dupli, GmbH, Hassmersheim, Germany) to assist identification
during video analysis (Fig. 1). The hue of these two colours was chosen because they had identical

brightness, so avoiding a possible visual bias (bottlenose dolphins are cone monochromats; Fasick et al.,
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1998). During each experimental trial, each diffuser contained one 100 ml ice cube that was not visible
through the narrow openings at the bottom. A rubber band was added to the screw-on cap so it remained
tightly in place during manipulation by the subjects. In order to habituate the dolphins to the diffusers
prior to the start of the trials, they were introduced while empty to the dolphins’ pool for five minutes

twice a day on the two consecutive days before the start of the trials.

17 em

b
v

Figure 1. Schematic view of the floating diffuser used in the spontaneous choice experiment. (a)
100ml ice cube of taste (fish mixture) or control solution. (b) Modified PVC chlorine dispenser with

(c) screwable cap reinforced with a rubber band.

3) Experimental design
Each spontaneous choice experiment consisted of a four-minute trial conducted in an experimental pool
(11 x 11 m, 2.5 m deep) that was separated from the lagoon pool by a stainless steel gate. In order to
participate in a trial, each dolphin was asked by a trainer to enter alone the experimental pool using a
visual signal (pointing arm), while the others remained in the lagoon pool. A total of 48 trials were
undertaken by testing each individual during 12 sessions across 10 days. The trials were run mostly
during the late morning between 10:00 and 13:00, but also during the afternoon between 15:00 and
16:30. The dolphins were fed in the lagoon pool a light meal of fish (a quarter of their daily ration) on

average 108 minutes (range: 15 — 213 minutes) before their participation in the experiment, which
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replaced the routine training sessions. The temperature of the air and water varied between 14-17°C and
15-17°C, respectively. The trials were performed with the assistance of 6 trainers although two trainers
were involved in only one trial each. We utilized two established command signals used by the trainers
for many years, ‘free-time’ (the trainer indicates the training session has stopped) and ‘retrieve’ (the
trainers ask the dolphin to retrieve an item in the pool). At the beginning of each trial, the dolphin
stationed in front of a blind-folded trainer (starting place), while the two diffusers (Fish and Control)
were placed by an experimenter at the opposite side of the pool equidistant from the starting place. The
identity of the dolphin, the colour of the Fish and Control taste diffusers (red or blue) as well as their
position (to the left or to the right of the subject) were all chosen in a random balanced order to avoid a
side- or colour- preference effect. Once the trainer gave the dolphin the signal for free time and walked
away, the dolphin was left alone to freely interact with the two diffusers for the whole duration of the
trial. The movements and the behaviour of the dolphin during each trial were recorded using two GoPro
digital cameras (GoPro Hero 4 Black Edition, GoPro Inc., San Mateo, CA, USA) placed facing in
opposite directions above the pool. Additional environmental data were also recorded to control for their
respective influence on the dolphins’ behaviours, including their prandial state (i.e., the amount of time
since their last meal), the weather conditions (presence of rain or wind > 10 km/h), and the identity of
the trainer. After four minutes, the trainer came back and, again using signals, asked the dolphin to
retrieve both diffusers. The dolphin was rewarded with one fish upon retrieving the diffusers and the
keeper asked to transfer to the lagoon pool after the gate was opened. The presence of a remaining ice
cube of a similar size in both diffusers was then checked to confirm that there was no temperature

difference around the two diffusers during the experiment.

4)  Data collection
The video recordings were analyzed by a blind experimenter. Firstly, trials deemed as invalid due to a
protocol problem (e.g., a diffuser was opened by the dolphin or became stuck in the pool skimmer, or
the trainer used an incorrect command signal sequence) were identified and discarded. For the remaining
37 valid trials (10 trials each for A1 and A2, 9 and 8 for J2 and J1, respectively), the number and duration

of the behavioural interactions with each diffuser were measured. These interactions were divided into
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three categories: (1) ‘bite’ (the dolphin held the diffuser in its mouth); (2) ‘push’ (the dolphin pushes the
diffuser using its rostrum); and (3) ‘throw-follow’ (the dolphin throws the diffuser away using its mouth
and then swims back to it). The total exploration time was defined as the total time of interaction with
both diffusers and was used as an indicator of the exposure of the dolphins to both the stimulus and the
control. The taste preference (P) was calculated as the difference in the duration of all the interactions
between the Fish and the Control stimuli. The number of switches between the diffusers (where the
dolphin goes from one diffuser to the other) was also measured as a potential indicator of the dolphins’

interest in finding the chemical cue.

5) Statistical analyses
Statistical analyses were carried out using R 3.1.2 (R Development Core Team 2015). Arithmetic means
and +standard errors are presented. The data were tested for normality using a Shapiro—Wilk test prior
to all analyses. Non-normal distributions were transformed using either square-root (exploration time
and number of switches) or arcsine (proportion of biting behaviour) transformations. The effects of the
trial session and the prandial state on the behavioural parameters were analyzed using Pearson’s
correlation coefficient and the effects of both environmental (weather conditions, prandial state) and
protocol (presentation side and colour of the Fish diffuser, identity of the trainer) variables were assessed
using Kruskal Wallis’ H-test. The differences in these parameters between the two age/sex groups
(adult/male and juvenile/female) were tested using two-tailed Student’s t-tests. Taste preference was

tested against the theoretical value of zero using a Student’s t-test.

6)  Ethical approval
This experiment was approved by the French national ethical committee (Comité Consultatif National
d'Ethique, permit APAFIS #5392-2016051717525952v3) and was in accordance with the European
directive 86/609/CEE. The subjects’ participation in research was entirely voluntary, with the

experiment described here replacing routine training sessions.
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D. RESULTS

1)  Environmental and protocol variables
None of the measured behavioural parameters (preference, time of exploration, and number of switches)

was significantly affected by any of the environmental and protocol variables (Table 1).

Environmental & Behavioural parameter

Statistical test

protocol variable Preference Exploration time  Switches
Rain Two-samples t-test 0.07 0.64 0.11
Wind Two-samples t-test 0.78 0.56 0.83
Keeper g‘s"t“kal Wallis” H- 0.43 0.69 0.84
Prandial state Pearson’s correlation ~ 0.11 0.89 0.34
Side of diffuser Two-samples t-test 0.52 0.68 0.64
Color of diffuser Two-samples t-test 0.63 0.41 0.71

Table 1. Influence of environmental and protocol variables on the dolphins’ behavioral parameters. P-
values are presented for each statistical analysis. Two-sample Student’s t-test have been used for
means comparison between two categories (Presence of rain or wind, side and color of the fish
diffuser). Kruskal-Wallis H-test was used for multiple categories (keepers) and Pearson’s correlation

for numeric data (prandial state, i.e. time since the last meal)
2)  Behavioural interactions

Bite was by far the most common behavioural interaction, accounting for on average 70.0 + 4.1% of the
total interactions across the four dolphins. The two juvenile females displayed bite behaviour
significantly more frequently than the two adult males (81% of the interactions vs. 60% in the juvenile
females and adult males, respectively; t = 2.37; df = 32.5; P = 0.02; Student’s two-tailed t-test on
arcsines, Fig. 2a). The push behaviour was observed more frequently in adult males (31.4% vs. 13.6%;
t = 2.39; df = 22.4; P = 0.03; Student’s two-tailed t-test on arcsines, Fig. 2b) while there was no
difference in the throw-follow behaviour between the two groups (t=1.35; df =28.6; P=0.19; Student’s

two-tailed t-test on arcsines, Fig. 2¢).
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Figure 2. Proportion of the total exploration time spent exhibiting ‘bite’ (a), ‘push’ (b) and ‘throw-
follow’ behaviours in the two age/sex groups of dolphins. (a) The ‘bite’ behaviour was the most
frequently observed, and was observed significantly more in the juvenile females (t =2.37; df = 32.5;
P =0.02; Student’s two-tailed t-test on arcsines). (b) The ‘push’ behaviour was proportionally more
frequent in the adult males than in the juvenile females (t =2.39; df = 22.4; P =0.03; Student’s two-
tailed t-test on arcsines). (c¢) No difference was observed in the ‘throw-follow’ behaviour between the

two groups (t = 1.35; df =28.6; P =0.19; Student’s two-tailed t-test on arcsines).
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3)  Total exploration time
The four dolphins manipulated both diffusers extensively, with an average of 19.2 &+ 2.1 contacts per
trial. On average, total exploration time was significantly higher in the juvenile females than in the adult
males (153 seconds per trial vs. 82 seconds per trial, respectively; t = 2.81, df = 32.5; P = 0.008;
Student’s two-tailed t-test on square roots, Fig. 3a). The exploration time did not change throughout the

sessions in both groups (Pearson's 1> = 0.003 on square roots, P = 0.76; Fig. 3b).
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Figure 3. Total exploration time (time spent interacting with both Control and Fish diffusers) during
the four-minute trials in the two age/sex groups of dolphins. (a) This behavioural parameter was
significantly higher in the juvenile females than in the adult males (t =2.81, df =32.5; P = 0.008;
Student’s two-tailed t-test on square roots). (b) No significant evolution was observed throughout the

trial sessions (Pearson's 1* = 0.003 on square roots, P = 0.76).

4)  Taste preference
On average, the taste preference P (i.e. the difference in the time spent with the Fish diffuser and the
Control) was 18.4 + 17.1 seconds across the four animals but this did not differ significantly from 0 (t
=1.079; df = 36; P =0.29; one sample Student’s two-tailed t-test). However, we observed a significant
difference in taste preference between the two age/sex groups. With the mature males, no difference was
found in the time spent with each diffuser (t =1.014; df = 19, P = 0.32; one sample Student’s two-tailed

t-test) while the two juvenile females showed a significant preference towards the Fish diffuser: they
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interacted about one minute more with the Fish diffuser than with the Control diffuser (107.8 vs. 45.3
seconds; t = 2.345; df = 16; P = 0.03; one sample Student’s two-tailed t-test) resulting in an average
taste preference P of 62.5 + 26.7 seconds (Fig. 4). Similar results were obtained when considering the
number of contacts with the floaters instead of the time spent interacting with them (data not shown).
There was no significant change in taste preference through the different trial sessions in adult males or

in juvenile females (Pearson's r*= 0.10; P = 0.18 and r*= 9.10™*; P = 0.91, respectively).
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Figure 4. Average time spent with the Control and Fish taste diffusers in adult males and juvenile
females bottlenose dolphins over 12 sessions of four-minute trials. The preference was defined as the
difference in time spent with the Fish and Control diffusers, and significantly differed from 0 only in
juvenile females (t =2.345; df = 16; P = 0.03; one sample Student’s two-tailed t-test). The three
different behaviours observed ‘bite’, ‘push’ and ‘throw-follow’ are detailed in light grey, grey and

dark grey, respectively. Error bars represent the standard error of the mean.

5) Switches
The dolphins switched between the two diffusers 2.4 + 0.49 times per trial on average with no difference
found between the two age/sex categories (t = 0.92, df = 28.2; P =0.37; Student’s t-test (two-tailed) on

square roots) (Fig. 5a). However, we observed a progressive decline in the number of switches through

the trial sessions (Pearson's 1*= 0.17; P = 0.01) (Fig. 5b).
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Figure 5. Number of switches observed during the four-minute trials in the two age/sex groups of

dolphins. (a) No significant difference was observed between juvenile females and adult males (t =

0.92, df =28.2; P =0.37; Student’s two-tailed t-test on square roots). (b) The number of switches

progressively decreased throughout the trial sessions (Pearson's r>= 0.17; P = 0.01).

6)  Correlations between behavioural parameters

We observed only two correlations between the measured behavioural parameters in the two age/sex

groups. Preference was negatively correlated with the number of switches in juvenile females (Pearson's

2= 0.23; P = 0.05) as well as with the exploration time in adult males (Pearson's r>= 0.21; P = 0.04)

(Table 2).
Adult males Juvenile females
Behavioural parameters
Pearson’s r P Pearson’s r P
Preference x Switches -0.090 0.707 -0.481 0.050
Preference x Exploration Time -0.456 0.044 0.306 0.233
Switches x Exploration Time -0.007 0.975 0.430 0.086

Table 2. Correlation between the three behavioural parameters measured in the dolphins. Pearson’s

correlation coefficients and P-values are presented for each statistical analysis. Significant correlations

(P<0.05) are highlighted in bold.
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F. DISCUSSION
In previous studies on taste perception in bottlenose dolphins, only pure taste compounds such as citric
acid, sodium chloride or sucrose (Friedl et al. 1990, Kuznetzov 1990) or artificial flavours (Kremers et
al., 2016b) were tested. In contrast, here we report for the first time the perception of a complex, food-
related taste in bottlenose dolphins, at least in one age/sex class. Indeed, our results strongly suggest that
the juvenile females we tested discriminated the fish taste, as they had significantly more contacts and
higher time of interaction with the Fish diffuser than with the Control diffuser. It is also noteworthy to
mention that the trials were performed without conditioning and using single individuals, allowing a
free spontaneous exploration of the stimuli without any social bias due to hierarchical structure in

captive animals.

Regarding the compounds that are potentially perceived in the fish mixture, several hypotheses might
be considered. First, although the salt concentration in the fish mixture (estimated to be 0.07 M based
on Bhuiyan et al.'s (1986) measure of the salt concentration in raw Atlantic mackerel) was slightly below
the behaviourally-determined sodium chloride detection threshold reported in bottlenose dolphins (0.1-
0.3 M) (Friedl et al. 1990, Kuznetzov 1990) it was much higher than in the control solution (8.1x10*
M). This difference in salt concentration may thus have played a role in the discrimination, as the salt
receptor genes have all been shown to be functional in the bottlenose dolphin (Feng et al. 2014).
Moreover, trimethylamine (TMA) is also present at high concentrations in raw fish including mackerel
(Ahn et al. 2014) and has been found to be perceived by bottlenose dolphins when perfused in their
mouth at a concentration of 3.4x102 M (Kuznetzov 1990). While the taste receptor type usually
implicated in the detection of trace-amines in mammals has been lost in this species (Kishida,
Thewissen, Hayakawa, et al. 2015), TMA may be perceived through another neural pathway such as the
trigeminal nerve, as has been shown to be the case in humans and mice (van Thriel et al. 2006, Willis &
Morris 2013). While sodium chloride and TMA are two potential candidates, many other chemical
compounds contained in the fish mixture may have contributed, either individually or in combination,

to the taste discrimination in juvenile females.
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In contrast to the juvenile female dolphins, the two adult males did not discriminate between the two
diffusers. This could be linked to a lower chemical sensitivity related to either sex or age. In primates,
for example, it has been suggested that higher taste acuity in females could be linked to a higher density
of fungiform papillae on the tongue (Muchlinski et al. 2011). However, there has been no report of
sexual difference in the gustatory structures in odontocetes so far, although unfortunately the sex of the
individuals investigated is rarely mentioned in the few previous studies on taste perception in bottlenose
dolphins. In the recent study by Kremers et al. (2016b), both male and female bottlenose dolphins were

tested and the authors found no apparent differences between sexes regarding taste discrimination.

A more likely explanation for the apparent lack of discrimination between the fish mixture and the
control in the adult males is age, given that the adult males were, on average, approximately four times
older than the juvenile females. A similar decline in taste sensitivity has also been documented in other
mammal species including humans and rats (Kurt Thaw 1996, Mojet et al. 2001). Anatomical studies in
bottlenose dolphins have suggested that taste buds progressively degenerate in adults as their presence
was described in the pits located at the base of the tongue of a subadult and in 2-3 year-old calves, but
not in mature adults (Kuznetzov 1990, Yoshimura & Kobayashi 1997). While more anatomical studies
are needed to determine the chronology of this process, the apparently greater taste sensitivity observed
in young individuals may be of great ecological importance as it could allow them to taste milk during
the 2-year lactation period, as well as to discriminate food as they learn how to catch live prey (Komatsu
& Yamasaki 1980). A similar process of progressive taste bud degeneration was also described in other
species of toothed whale (Komatsu & Yamasaki 1980, Shindo et al. 2008). Therefore the discrimination
abilities of the two juvenile females included in the present study, aged 4 and 7, may reflect a higher
chemical sensitivity, possibly related to the presence of a larger number of functional taste buds. Taste
thresholds have yet to be determined for juvenile bottlenose dolphins, but our results, as well as previous
anatomical findings, suggest they are likely to be lower than those already reported in adults using go/no

experiments (Friedl et al. 1990, Kuznetzov 1990).

In addition to our discoveries regarding the ability of bottlenose dolphins to perceive a complex-food

mixture using taste, the main feature of our study was to assess whether this chemoreceptive ability
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could influence their behaviour. For this reason, we chose to evaluate the spontaneous behavioural
responses of the dolphins, instead of using operant conditioning techniques. Our results suggest that not
only were juvenile females able to discriminate the fish taste from the control, but that they were also
attracted by the fish mixture, as shown by the higher time of interaction recorded for these animals. We
also observed a difference in behaviours between the adult males and the juvenile females that could
explain partly the above-mentioned difference in perception between these two groups. Indeed, the
juvenile females displayed a higher interest in the task in general compared to the adult males: they
spent more time exploring the two diffusers and exhibited more biting behaviour. This result is not
surprising as juvenile dolphins have previously been shown to engage in object play significantly more
than adults (Greene et al. 2011). It may also explain why, on two occasions, one of the juvenile females
(J1) was able to open the tightly screwed cap of the Fish diffuser and then swallow the remaining ice
cube it contained. This happened only twice, so this unexpected event was not statistically exploitable

and, as explained previously, the two trials in question were removed from the data analysis.

In general, both the adult males and the juvenile females showed a progressive decline in motivation to
perform the experimental task, as suggested by the significant decline in the number of switches through
the sessions. The number of switches may also be related to the performance in the discrimination task
as it was negatively correlated to preference only in juvenile females; they tended to stick to their choice
(i.e. switch less) when they found the Fish diffuser. This pattern appears similar to the “win-stay, lose-
shift” strategy which involves a stimulus-reward association and is well documented in laboratory
animals including mammals, birds and fishes (Emery, 2006; Evenden and Robbins, 1984; Heydarnejad
and Purser, 2016). Wild bottlenose dolphins have been shown to use this behaviour during foraging:
they tend to stay in patchy concentrations of nearshore preys until the local resource has been depleted
and then travel in search of a new optimal site (Defran et al., 1999). In primates, a natural tendency to
switch more between choices when the reward intensity decreases has also been described and linked to
the stimulation of the parietal cortex (Kubanek and Snyder, 2017), a brain region that is also well
developed in bottlenose dolphins (Jacobs et al. 1971). Increasing the animals’ motivation to play with

the diffusers may therefore improve their performance throughout the entire duration of the experiment
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via an increase in their exposure to the taste stimuli. One simple method of achieving this could be to

reward them at the end of each trial by giving them the tasty ice cube to eat.

This study demonstrated that our methodological design is appropriate to investigate bottlenose
dolphins’ chemosensory abilities, since the dolphins extensively manipulated the floating diffusers with
their mouths. As it was also easy to implement, this experimental approach could be used as a
complementary approach to operant conditioning experiments that require long training periods working
with particularly attentive animals. Using the methodology described here, a wide range of putatively
relevant chemical cues could now be screened, including food-related individual chemicals, or urine
extracts that are believed to contain sex pheromones (Muraco & Kuczaj 2015). The investigation of
potential chemical deterrents would also be valuable for use in conjunction with pingers in the fishing

industry (Hamer et al. 2012).

From an animal welfare point of view, the present spontaneous choice protocol could also be used as
part of an enrichment program for captive dolphins raised in a relatively sterile, captive environment
with a low chemical diversity (Wells 2009). Such sensory stimulations are now becoming increasingly
encouraged in zoos and aquariums (Wells 2009, Mills et al. 2010), and may be especially important in
marine mammals that usually cannot exhibit their natural feeding behaviours as they are fed dead fish,
mostly as a reward after the successful completion of a conditioned task (Clark 2013). Rather than being
dissipated throughout the entire captive environment, which could potentially be overwhelming and
stressful to the animals, these chemical cues should be delivered as concentrated focal stimuli. This
technique, using natural and artificial scents, has recently proved to be effective in decreasing pattern

swimming and other stereotypical behaviours in California sea lions (Samuelson et al., 2016).

In conclusion, in this study we have designed and tested an innovative protocol to study the use of
chemoreception in captive bottlenose dolphins. Our results corroborate with the very few previous
behavioural studies on this subject (Friedl et al. 1990, Kuznetzov 1990), suggesting that bottlenose
dolphins can indeed perceive chemical compounds. In addition, we have shown that a fish mixture can
be attractive, at least for juvenile females, which provides strong evidence that chemical stimuli could

be involved in foraging behaviour in complement with other sensory modalities. Further studies are now
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required, focusing on wild dolphins that both live in contact with the complex mixture of chemicals
present in the marine environment and exhibit natural foraging behaviours. Our team is currently
implementing field experiments using protocols adapted from the research on chemoreception in marine
birds (e.g. Nevitt et al. 2004). We anticipate that, as it has been the case in birds (e.g. Baldwin et al.,
2014; Caro et al., 2015), a combination of these behavioural approaches with further investigations on
their neuroanatomical and molecular bases may reveal that chemosensory systems play a more
significant role in the behavioural ecology of odontocetes (and indeed other cetaceans) than has been

previously thought.
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MANUSCRIT 2 : Réponses comportementales des cétacés odontocétes et des

goélands au sulfure de diméthyle dans leur milieu naturel

Résumé francais de I’étude :

La plupart des prédateurs marins utilisent des indices chimiques dans I’environnement pour trouver leurs
proies. Les cétacés, et en particulier les odontocetes, sont considérés comme des exceptions car ils
semblent peu équipés pour la chémoréception du point de vue anatomique et génétique. Des expériences
comportementales sur les dauphins captifs contredisent cependant cette idée, suggérant qu’ils peuvent
discriminer des composés tant dans 1’eau que dans 1’air. Etudier la réaction d’odontocétes sauvages
envers des stimuli chimiques peut nous aider a mieux appréhender leurs capacités chimio-sensorielles.
Nous avons mis au point un protocole novateur et un diffuseur chimique flottant afin de mesurer, en
aveugle, la réponse des grands dauphins (Tursiops truncatus) et des globicéphales noirs (Globicephala
melas) au sulfure de diméthyle (DMS). Le DMS, un indicateur chimique des zones de forte productivité
primaire marine, est percu par plusieurs autres prédateurs marins comme les oiseaux, les tortues et les
poissons. Puisque les oiseaux attirés par le DMS pourraient constituer un stimulus visuel pour les
cétacés, ils ont été également inclus dans les observations. Les résultats de deux campagnes d’étude en
Meéditerranée occidentale, analysés par des modéles linéaires généralisés, montrent que les deux especes
d’odontocetes réagissent a la présence de DMS. La proportion de groupes de dauphins venant nager a
proximité du flotteur (dans un rayon de 50 m) était supérieure lorsqu’il diffusait du DMS par rapport a
une solution controle. Pendant les essais avec du DMS les globicéphales se sont également rapprochés
en plus grand nombre du diffuseur, mais pas aussi prés que les dauphins (dans un rayon de 300 m), et
ont exprimé plus fréquemment certains comportements comme la position de la chandelle
(« spyhopping »). Nous avons également observé que les goélands leucophée (Larus michahellis)
réagissent au DMS, ce qui n’avait jamais ¢été rapporté dans cette famille d’oiseaux et évoque une
stratégie de recherche alimentaire multimodale. Cependant, leur présence n’a pas affecté de fagon
significative 1’approche des cétacés. Finalement, cette étude suggere que le grand dauphin et le
globicéphale noir réagissent aux indices chimiques environnementaux de fagons distinctes, reflétant

probablement les différences dans leurs écologies alimentaires.
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A. ABSTRACT

Most marine predators use chemical cues to find their prey. Cetaceans, especially odontocetes, are
considered exceptions as they appear little equipped for chemoreception both anatomically and
genetically. Behavioural observations have however contradicted this idea, suggesting they may
discriminate various compounds in the air and in water, but further evidences are needed. We thus
designed an innovative blinded protocol to measure the response of bottlenose dolphins (7Tursiops
truncatus) and long-finned pilot whales (Globicephala melas) to dimethyl sulfide (DMS). DMS is a
chemical indicator of highly productive marine areas perceived by various marine vertebrates. Because
attracted seabirds may represent a visual cue for cetaceans, they were also included in the observations.
Results from two surveys in the Western Mediterranean Sea show that both odontocete species reacted
to the presence of a DMS-scented vegetable oil slick. The proportion of dolphin groups swimming next
to the stimulus area (within a 20-m-radius zone) was higher during DMS trials than during controls.
Pilot whale groups also approached in higher numbers when DMS was diffused, but not as close as the
bottlenose dolphins (100-m-radius), and exhibited more surface behaviors including spyhopping.
Yellow-legged gulls (Larus michahellis) were found to react to DMS, a fact that was unknown for this
bird taxon until now, and which suggest a multimodal foraging strategy in this species. However, the
presence of seabirds did not significantly affect the cetaceans’ approach. This study therefore suggests
that bottlenose dolphins and pilot whales use chemical cues differently, which may be reflect their

distinct foraging ecologies.
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B. INTRODUCTION
Most vertebrate marine species living in the open ocean exhibit high sensitivity to chemical cues.
Chemosenses (senses of smell, taste and trigeminal perception) allow them to detect biological or
inorganic compounds from their environment, providing them with information that is crucial for their
survival. While chemoreception can be involved in social interactions, breeding and orientation, it is of
particular importance for foraging behavior in predators. Fish, for example, and particularly sharks, can
find their food hundreds of meters away by detecting plumes of low-molecular-weight metabolites
released by their prey using mainly their highly sensitive olfactory and lateral line systems (Hara 1994,
Gardiner & Atema 2007). Experiments have also shown similar results for marine vertebrates such as
turtles and sea snakes that engage in foraging behavior when they are exposed to food-related scents
(Constantino & Salmon 2003, Shine et al. 2004) and for seabirds that are attracted to fish or krill
homogenates (for a review, see: Dell’ Ariccia et al. 2014). At a larger scale, marine predators might find
their foraging grounds in the open ocean by following chemical indicators of highly productive zones
such as dimethyl sulfide (DMS), produced by phytoplankton when it is grazed by zooplankton (Dacey
& Wakeham 1986, Cantin et al. 1996). There is growing evidence that DMS plays a key role in the
foraging ecology of open ocean communities as it attracts seabirds, turtles and whale sharks (Nevitt &
Bonadonna 2005, Endres & Lohmann 2012, Dove 2015). Pinnipeds can in fact detect very low
concentrations of DMS (Kowalewsky et al. 2006). Several authors have also suggested that marine
mammals including cetaceans could use this chemical signal while foraging in the pelagic environment
(Thewissen et al. 2011, Hagelin et al. 2012). The use of chemical cues by cetaceans still remains
surprisingly unclear, and data on this issue is particularly scarce. This knowledge gap may be due in part
to the major modifications of their chemosensory anatomy during their evolution, making comparison

with terrestrial mammals challenging.

The typical neuroanatomical structures involved in the sense of smell of terrestrial mammals such as the
olfactory epithelium, bulbs and tract, reduce during odontocetes ontogeny and are absent in their adult
brain (Jacobs et al. 1971, Oelschldager & Buhl 2008). The same is true for the cribriform plate and for

ethmoturbinals (Breathnach 1960, Oelschldger & Buhl 1985, 2008, Pihlstrom 2008). Although reduced,
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these main olfactory structures are still present in mysticetes (Breathnach 1960, Thewissen et al. 2011).
This overall regression of the olfactory system is also reflected at a molecular level: cetaceans show in
their genomes a lower number of olfactory receptor (OR) genes when compared to their closest
terrestrial relatives as well as a high proportion of pseudogenization (29-54% in mysticetes and 74-100%
in odontocetes) (Kishida et al. 2007, McGowen et al. 2008). A general reduction of the gustatory system
has also been reported in odontocetes on anatomical and genetic levels (Komatsu & Yamasaki 1980,
Kishida, Thewissen, Hayakawa, et al. 2015) while their potential trigeminal perception has not been
studied. It therefore appears that throughout their evolutionary history, odontocetes lost most of the
anatomical and genetic substrates known to be involved in chemoreception in terrestrial species. It could
however be hypothesized that other non-canonical sensory pathways, still to be described, have evolved
during the cetaceans’ evolution towards the perception of chemical stimuli in air or in water. A
surprising example was recently discovered with narwhals, which exhibit functional chemosensory
structures innervated by the fifth cranial nerve (Nweeia et al. 2014). Behavioral experiments and
empirical observations have suggested that odontocetes can in fact perceive various volatile compounds.
Several species of dolphins have for example been known to react to their congeners‘ secretions such as
blood, urine and feces (Dudzinski et al., 2009; Gubbins, 2002; Muraco and Ii, 2015; Norris et al., 1994).
Kuznetsov (1990) also showed that bottlenose dolphins (7ursiops truncatus) surprisingly displayed
autonomous reactions such as increased heart and respiratory rates when their oral cavity was exposed
to odorants (trimethylamine, indole, camphor and valeric acid). A new expression was subsequently
proposed for this perception: “quasi-olfaction” instead of gustation. More recent spontaneous behavioral
experiments also suggested that bottlenose dolphins could detect odors from decomposing fish (Kremers
et al. 2016). Experimental evidence of their perception of air-borne molecules in a natural environment

is however still lacking.

In this study, we tested whether DMS could represent a potential attractive chemical cue for wild
odontocetes. We developed a protocol adapted to cetacean behavioural ecology, based on previous
experiments set up by our team on bird chemoreception (Dell’Ariccia et al. 2014, Cunningham et al.

2017). It was implemented in the western Mediterranean Sea, using a DMS slick acting as a chemical
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stimulus in a behavioural response experiment targeting resident groups of bottlenose dolphins
(Tursiops truncatus) and long-finned pilot whales (Globicephala melas, thereafter pilot whales). These
two species can be found in similar areas but show very distinctive feeding ecologies: while bottlenose
dolphins mainly hunt teleost fish within 100 m from the surface (Blanco et al. 2001), pilot whales almost
exclusively feed on cephalopods during dives at depth of several hundreds of meters (Astruc, 2005;
Canadas & Sagarminaga, 2000; De Stephanis et al., 2008; Quick et al., 2017). Different behavioral
reactions to a potential food-related chemical cue such as DMS were therefore expected. Because
cetaceans and seabirds are often seen foraging together and could use each other as a visual cue to find

schools of fish, the behaviour of birds present around the stimulus zone was also recorded.

81



Bertrand Bouchard Capacités chimio-sensorielles des cétacés
These de doctorat Chapitre 1 : Etudes comportementales

C. MATERIALS AND METHODS

1) Study sites and targeted cetacean groups
The experiments were carried out during two fieldwork campaigns in the western Mediterranean Sea.
The first took place in the Strait of Gibraltar in April and May 2015, a period of moderate whale
watching activity and of favorable weather conditions. This area hosts a resident population of
bottlenose dolphins and of long-finned pilot whales that share the same habitat in the narrowest part of
the Strait, south of Tarifa, Spain (35°56°40”N-35°53"51”N and 5°31°30”W-5°4026"W) (De Stephanis,
Cornulier, et al. 2008, Verborgh et al. 2009). The second campaign was carried out in April 2016 in the
Gulf of Vera south of Cartagena, Spain. This area allows frequent observations of bottlenose dolphins
on the narrow continental shelf as well as of pilot whales, mostly found on the steep slopes to the shelf
edge relatively close to the coast (12-15 km south from the port of Cartagena) (Gémez De Segura et al.

2006).

The experiments were set up during days of favorable sea conditions (wind force less than 4 on the
Beaufort scale and swell less than 1 m), maximizing the chances to detect cetacean groups from the
research vessel. The crew included a boat captain, two cetacean observers, one bird observer and one
experimenter. The vessel navigated to the known distribution area of the resident pilot whale and
bottlenose dolphin populations until a group was spotted. The animals were then approached at minimal
speed (3-5 knots) up to a distance of approximately 300 m in order to assess the group size and to observe
their general behavior, for a minimum of 10 minutes. These behaviors included traveling (moving
towards one main direction), feeding (diving repeatedly and surfacing facing in varying directions),
resting (floating at the surface or moving very slowly) and milling (moving in varying directions and
remaining near the surface) (Shane et al. 1986, Shane 1995). A trial started when no other vessel was
present (or likely to approach) within 1 km around the trial zone as it could influence the cetaceans’

behavior and group cohesion during the experiment (Senigaglia et al. 2012).
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2)  Exposure stimuli and protocol
The chemical stimulus consisted of a scented slick deployed at sea in the vicinity of cetacean groups
that mimicked a highly productive zone, as this was shown to effectively induce a behavioural response
in several bird species (Nevitt et al. 1995, Dell’Ariccia et al. 2014). The DMS solution was freshly
prepared every day by dissolving the DMS (Purity > 99%, Sigma-Aldrich, Germany) in commercial
vegetable (sunflower) oil at a final concentration of 0.2 M. The control (CTL) consisted in vegetable oil
only. Two identical devices of 80 cm in diameter each were made for the control and DMS trials using
stainless steel-reinforced orange Styrofoam™ tubes. A polyvinyl chloride membrane of 30 ¢cm length
was hung below the tubes in order to partly retain the oil solutions and a 1 kg weight was hung 40cm
under the device with three polyester straps to serve as an anchor in order to prevent excessive drifting
due to the wind (Fig. 1). The use of this bright-colored, round floating device allowed a progressive
release of the olfactory stimulus during the trial and created a focal point of concentrated solution that

was used as a reference by the observers.

Before starting a trial, the vessel was placed 300m upwind (i.e. into the wind) from the identified targeted
group. Once the vessel was correctly positioned, 3 liters of the test solution were quickly poured in the
device by an experimenter at the stern of the vessel. These solutions were deployed in a randomized
order, out of sight of the observers and the rest of the crew (randomized blind experimental design).
Once the chemical solution was poured in, the vessel was immediately placed 300 m upwind from the
floater (therefore 600 m from the cetacean group) before the observation started (Fig. 2). The vessel
engine was kept on neutral during the whole trial session, except for small adjustments in order to keep

the position of 300 m upwind from the floater.
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Figure 1. Representation of the sea-floating device used for the chemical diffusion tests. The floating
part had a diameter of 80 cm and was made of one stainless steel-reinforced orange Styrofoam™ tube
(a). A 30-cm-long polyvinyl chloride membrane (b) was hung below the tubes in order to partly retain
the oily solutions during the trial. A 1-kg lead weight (c) was hung 40 cm under the device with four

polyester straps (d) and worked as an anchor to prevent excessive drifting due to the wind.
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Figure 2. Schematic representation of the exposure trials’ initial conditions. The floating chemical
diffuser (red point) was placed 300 m upwind from the cetacean groups (a). Two exposure zones were
considered in the behavioural analyses: a closer exposure zone with a 20-m radius (dark red) and a
medium exposure zone with a 100-m radius (orange). The research vessel (b) was positioned 300 m

upwind from the floater. Vessel and cetaceans are not at scale.

During 20 minutes, the position and behavior of each cetacean group was recorded by 2 experienced
cetacean observers equipped with binoculars (7 x 50 magnification) placed on a 4-meters-high chair. A
group was defined as one if all the animals were separated by less than 2 adult body lengths. The group
was taken as a unit since preliminary observations indicated that it was not possible to follow each
individual within the group with certainty, and because the movement of individuals as well as their
surface behavior appeared to be highly dependent on the other members of the group. When several
groups of the same species were present at the same time in the observation area, each group was given
a unique code and recognized during the trial using its size (number of individuals) and physical
characteristics of individuals (dorsal fin shape and marks as well as body size). Two approach zones

were defined such as follow: a “close exposure zone” with a 20-m radius around the diffuser and a
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“medium exposure zone” with a 100-m radius. The 300-m distance between the vessel and the diffuser,
kept constant by the boat captain, was used by the observers as a reference to estimate the borders of the
100-m zone, while the 20-m zone was delimitated using the length of mature animals as reference (5 m
and 3 m for large adult pilot whales and bottlenose dolphins, respectively). The presence of a cetacean
group was recorded only if at least half of the group members came inside its border. Other behavioral
observations included all clearly identifiable surface behaviors, such as spyhopping (raising the head
vertically out of the water), breaching (jumping completely or partially out of the water), stopping
(interruption of swimming or marked decrease in navigation speed) and tailslapping (or lobtailing:

slamming the fluke down on the water surface) (Perrin et al. 2009).

We were able to used aerial photography with an unmanned aerial vehicle (UAV) equipped with a 2.7K
HD video camera (Phantom 3 advanced, DJI, Shenzen, China) during 2 days of particularly good
weather conditions (swell of 0.5 m and wind below force 2) in order to validate the data on cetaceans’
approach and group size. Data from the observers and from the UAV were compared using the instant
positions of 7 different groups. Based on data from 13 cetacean-to-diffuser distances taken by both
observers and UAV, the average error in the observers’ distance estimation was found to be 1.8 m in the
20-m zone and 9.1 m in the 100-m zone. The observers’ estimation were thus considered accurate, since
no difference was found in data on these groups’ presence in the two exposure zones (20 m and 100 m
radius) using both observation techniques. The estimations of the 7 group sizes by the observers were
moreover identical or differed only by one individual when compared to the ones made with UAV

images (mean difference between observations = 0.28 + 0.76 individual, range =0 - 1).

For each trial, the stimulus type (CTL or DMS), GPS position as well as environmental conditions (wind
and sea forces, current speed, swell height and visibility) were recorded by the experimenter. The
presence of any marine bird around the vessel was also recorded by a trained ornithologist equipped
with binoculars. For each group of birds, the species and number of individuals were recorded as well
as all flight patterns related to attraction: circling (the bird circles over the area), descending (the bird
loses altitude, usually suddenly) and landing on water (Hutchison & Wenzel 1980). After the 20-minute

trial was completed, the floating diffuser was retrieved. A second experiment would only be performed
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after the boat moved at least 5 miles away and upwind from the stimulus zone and after an interval of at
least one hour between the two trials so to avoid any disturbance related to the previous stimulation.
Changing site after each test also allowed to avoid the inclusion of the same group in successive

experiments and a potential bias due to previous exposure.

3)  Data analysis
All analyses were generated using the statistical software package R (R Core Team 2017). Cetaceans’
presence in the exposure zones and the occurrence of any surface behavior in each group were counted
as absent or present (0 or 1) and thus followed a binomial distribution. Unlike for cetaceans, bird data
were analyzed at the trial level in order to prevent any bias from a potential cumulative effect due to
local enhancement in birds (i.e. the use of congeners as distant visual cues while foraging), a well-
described behavior in seabirds (Poysa 1992, Silverman et al. 2004). Data therefore included the total
number of birds observed in the stimulus zone (bird count) as well as behavioral data (occurrence of

specific flight patterns during the trial) that followed a binomial distribution.

The differences in the animals’ responses between CTL and DMS trials were analyzed with both basic
and multi-parametric statistical methods. We first performed basic statistical tests using data on
cetaceans and birds behaviors. These data were pooled and organized in contingency tables that
incorporated the two stimulus conditions. The differences between proportions were tested using two-
tailed Fisher test. The number of birds present in the stimulus area was also compared between CTL and

DMS trials using two-tailed Student’s t-test on log-transformed values.

In order to support these first statistical analyses and to identify other explanatory variables that could
potentially influence the animals’ responses, we then used a multi-parametric approach. We thus created
generalized linear models (GLM) which were fitted to each response variable in cetaceans and birds.
All GLM had a logit link, as response variables followed a binomial distribution, except for the bird
count that was normally distributed once log-transformed. For cetaceans, these models incorporated
ecologically-relevant explanatory variables such as stimulus condition, wind speed, the groups’ initial

general behavior and total bird counts. For birds, the explanatory variables included stimulus condition,
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wind speed, the total number of cetaceans in the areas and the proportion of cetacean groups entering
the 100 m (considered as a general indicator of the cetacean’s overall reaction to the stimulus). Because
the sample size was limited, experimental variables such as the trial occasion and the study area were
not included in the analysis. This was decided after verifying visually on boxplots that they had no effect
on the models’ partial residuals and using Kruskal-Wallis’ tests. The absence of correlation between
explanatory variables was tested using Pearson’s correlation test, contingency tables or Kruskal-Wallis
tests depending on the distribution of the data. All models’ combinations were constructed using the
“dredge” function (MuMin package (Bartén 2016) ). The bias-adjusted Akaike’s Information Criterion
(AICc) was used for model selection (Akaike 1973). A model averaging method was applied
(“model.avg” function, MuMin package) using the top-ranked models (< 2 AICc). All explanatory
variables had been previously standardized using the method developed by Gelman (2008) which allows
an unbiased interpretation of the parameter estimates resulting from a model averaging (Grueber et al.
2011). Pseudo-R? values (McFadden’s correlation coefficient) were calculated for each model. The
estimates of the selected explanatory variables and their relative importance (I) in the averaged model
were used in order to assess their influence on the response variable. Predicted values of the responses
were calculated from the averaged models according to the different explanatory variables using the

“predict’’ function for GLM in R.
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D. RESULTS

1)  Cetaceans’ response

e Number of groups included

A total of 28 trials were run: 8 trials (4 CTL and 4 DMYS) in the Gulf of Vera and 20 trials (11
CTL and 9 DMYS) in the Gibraltar Strait. Overall, 100 cetacean groups were observed which
included 37 groups of bottlenose dolphins and 63 groups of pilot whales. Both species were
present in half of the trials (14/28), only bottlenose dolphins were observed in 6 trials and only
pilot whales in 8 of the trials. The average group size was similar in both species, with 8.0 +
1.8 individuals per group in bottlenose dolphins compared to 6.9 + 0.7 in pilot whales. No
difference was found in group size between stimulus and control experiments for both species
(p > 0.05, two-sample Student’s t-test on log-transformed data). Traveling and milling
behaviors were both common in bottlenose dolphin groups (46% and 43% of the groups,
respectively), feeding was observed in only 11% of the groups and no resting behavior was
observed with this species. Most of the pilot whales (65%) exhibited a traveling behavior before
the start of the trial while resting, milling and feeding were seen less frequently (16%, 13% and

6% of the groups, respectively).

e Approach towards the chemical diffuser

The proportions of cetacean groups that entered the 20-m and 100-m zones were first compared
for each species using contingency tables incorporating the stimulus conditions (Table 1). In
bottlenose dolphins, a larger proportion of groups approached the floater during the DMS trials
than during the CTL trials. This difference was significant in the 20-m zone (53.3% vs. 18.2%,
p=0.036, two-tailed Fisher's exact test) but not in the 100-m zone (66.7% vs. 59.1%, p=0.737).
The same pattern was found in pilot whales, with differences of 36.4% vs. 21.9% (p = 0.246)

and 72.7% vs. 51.2% (p = 0.115) in the 20-m and 100-m zones, respectively.
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Stimulus
Species Response CTL DMS p-value
Number of groups 22 15
Approach 20-m zone 4 (18.2%) 8 (53.3%) 0.036 *
Approach 100-m zone 13 (59.1%) 10 (66.7%) 0.737
Bottlenose  Stopping 1 (4.5%) 1 (6.7%) 1.000
dolphins Spyhopping 0 (0.0%) 1 (6.7%) 0.405
Breaching 4 (18.2%) 3 (20.0%) 1.000
Tailslapping 1 (4.5%) 1 (6.7%) 1.000
Number of groups 41 22
Approach 20-m zone 9 (21.9%) 8 (36.4%) 0.246
Approach 100-m zone 21 (51.2%) 16 (72.7%) 0.115
Pilot Stopping 4 (9.8%) 6 (27.3%) 0.084
whales Spyhopping 1 (2.4%) 4 (18.2%) 0.046 *
Breaching 1 (2.4%) 3 (13.6%) 0.118
Tailslapping 2 (4.9%) 2 (9.1%) 0.606

Table 1. Contingency table incorporating the proportion of cetacean groups approaching the floating
chemical diffuser and exhibiting specific surface behaviors during DMS and CTL trials. P-values of

two-tailed Fisher’s exact tests are included. Asterisk indicates p < 0.05.

Results from GLM analyses followed the same trend and allowed us to estimate the influence
of explanatory variables such as stimulus conditions, initial general behavior, wind force and
number of birds present in the area. Between 3 and 7 models were selected for model averaging
(Supplementary Table S1) depending on the species and the exposure zone. The stimulus
conditions was the main explanatory variable in the selected models: it showed the highest
importance scores and estimates, except in the 100-m zone for bottlenose dolphins
(Supplementary Table S2). The predicted probability of bottlenose dolphins to enter the close
exposure zones while DMS was diffused increased from 21% to 71% (p = 0.056) compare to
the control (Fig.3a), while no significant change was observed for the medium exposure zone

(p = 0.344). In pilot whales, these probabilities increased from 19% to 37% (p = 0.193) and
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from 68% to 89% (p = 0.110) in close and medium exposure zones, respectively (Fig. 3b). The
initial general behavior was only included in models selected for bottlenose dolphins, but not
for pilot whales. In the former species, while its importance was higher in the 100-m zone than
in the 20-m zone (importance = 0.73 vs. 0.18), it had similar effects on the approach in both
zones when DMS was diffused: the predicted probability to enter the zone tended to be higher
when the animals exhibited feeding behavior (probability of 85% for the 20-m zone and 100%
for the 100-m zone), it was intermediate for milling behavior (72% and 79%, respectively) and
it was low for traveling behavior (38% and 55%, respectively) (Fig. 3¢). Wind force and bird
counts, while included in several top-ranked models, generally showed low importance values
(I <0.40) with high p-values (p > 0.15) in averaged models for both species (Supplementary

Table S2).

e  Surface behaviors

The effect of stimulus (DMS vs. CTL) on the occurrence of surface behaviors was found to be
different in both species (Table 1). Bottlenose dolphins exhibited few surface behaviors, and no
significant differences were observed between stimulus types. In contrast, pilot whales
displayed more surface activity and each of the measured behavior was found in higher
proportion when the DMS scent was present. Differences between DMS and control trials were
significant for spyhopping (18.2% vs. 2.4%, respectively, p = 0.046) and marginally significant

for stopping (27.3% vs. 9.8%, respectively, p = 0.084).
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Figure 3. Predicted probability of entrance in the 20-m and in the 100-m zone for bottlenose dolphins
(a) and pilot whales (b) according to the stimulus condition, using a GLM averaging approach. Means
and standard errors were calculated from the averaged GLM for each species. Influence of the initial
general behavior during DMS trials (c) is also shown, since this explanatory variable was selected in

models for the bottlenose dolphins’ approach (but not pilot whales’). P-values are found in the results

section and/or Supplementary Table S2.
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2) Bird response

e  Bird counts

A total of 246 birds were counted, most of them (94%) in the Strait of Gibraltar with an average
of 11.6 birds per trial (compared to 1.9 birds per trial in the Gulf of Vera). The predominant
species observed was the yellow-legged gull (Larus michahellis, 83%). A few Audouin’s gulls
individuals (Larus audouinii, 3.2%) were also observed, although exclusively in the Gulf of
Vera. Other bird species included black terns (Chlidonias niger), Cory’s shearwaters
(Calonectris diomedea), European storm petrels (Hydrobates pelagicus) and barn swallows

(Hirundo rustica) (respectively 9.7%, 1.6%, 1.2% and 1.2% of the birds observed).

Because the majority of birds were observed in the Strait of Gibraltar, statistical analyses were limited
to yellow-legged gulls (thereafter named gulls) in this study area only. While the number of gulls
observed in the area during DMS trials was slightly higher than during CTL trials (12.0 vs. 8.5
individuals per trial, respectively) this difference was not statistically significant (Student’s t-test on log-
transformed values, t = 1.60, p = 0.13, Fig. 4). Our GLM analysis showed that among the 7 selected
GLM, the stimulus condition was the most important explanatory variable (Supplementary Table S3):
it also had the highest importance in the averaged model (I = 0.42) although its effect was not significant
(p = 0.118) (Fig. 5a). Other explanatory variables such as wind force, cetacean approach (proportion of
groups entering the 100-m zone) or cetacean counts had lower effects on the response variable in the

averaged model, with an importance of 0.31, 0.24 and 0.09, respectively (Supplementary Table S4).
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Figure 4. Total number of birds observed per trial in the study area for each stimulus condition. The
difference between DMS and control trials (12.0 versus 8.5, respectively) was not significant

(Student’s t-test on log-transformed values, t = 1.60, p = 0.13).

e  Birds’ flight behaviors

Gulls tended to exhibit more specific flight behaviors during DMS trials than during CTL trials.
However, this difference was only significant for circling behavior (88.9% vs. 36.4% of the
trials, respectively, p = 0.028) (Table 2). Descending flight was observed in 66.7% vs. 27.3%
(p =0.175), respectively, and landing in the stimulus zone only occurred three times, including
twice during DMS trials. The averaged GLM analysis revealed that the stimulus condition was
the most important explanatory variable for circling (I = 1.00, estimate =2.88 + 1.54, p=0.061),
but not for a descending flight (I = 0.19, estimate = 1.43 = 1.47, p = 0.331, Fig 5b). The wind
was included in all averaged models but did not significantly affect the bird count (I = 0.31,
estimate = -0.30 = 0.26, p = 0.252, Supplementary Table S4) or the birds’ flight behaviours
(Fig. 5c and 5d). Cetaceans’ approach and cetacean counts were the variables with the lowest

importance on circling and descending flight behaviors.
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Stimulus
Response CTL (n=11) DMS (n=9) D
Circling flight 4 (36.4%) 8 (88.9%) 0.028 *
Descending flight 3 (27.3%) 6 (66.7%) 0.175
Landing 1(9.1%) 2 (22.2%) 0.566

Table 2. Contingency table incorporating the proportion of trials during which attraction behaviors of

yellow-legged gulls occurred at least once during DMS and CTL trials. P-values of two-tailed Fisher’s

exact tests are included. Asterisk indicates p < 0.05.
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E. DISCUSSION
In this study, a behavioral response experiment was implemented in order to test if odontocetes
cetaceans could perceive DMS and be attracted to this presumed indicator of marine productive
zones. We showed that bottlenose dolphins and pilot whales did react when exposed to high
concentrations of DMS by approaching the stimulus zone and/or displaying specific surface
behaviors. While gulls also responded to this chemical stimulation by changing their flight

behavior, they did not seem to act as a visual cue for any of the cetacean species.

In bottlenose dolphins and to a lesser extend in pilot whales, the release of DMS at sea induced
an approach towards the floating diffuser that was not observed during control trials. This
response was tested using multivariate analyses that corroborated more basic statistical tests.
Chemical stimulus was the explanatory variable with the higher importance in the model
selection, and thus contributed the most to explain the cetaceans’ approach to the diffuser. Other
environmental variables such as the number of birds present in the area or the wind did not have
a significant effect on this response. We also found that pilot whales exhibited significantly
more spyhopping behavior and tended to slow down or even stop their navigation when DMS
was diffused. Taken together, these results strongly suggest that these two species possess

chemosensory abilities allowing them to perceive this chemical at sea.

Because DMS is a highly volatile molecule (vapor pressure at 20 °C: 53.7 kPa), its perception
might have occurred mostly in the air during respiration and could therefore involve structures
of the upper respiratory tract of cetaceans. Odontocetes however lack the canonical olfactory
structures that allow the perception of airborne chemicals found in terrestrial mammals such as
the olfactory mucosa, nerve and bulb (Breathnach 1960, Oelschliger & Buhl 2008). Some
authors have suggested that other neural pathways could be involved in the perception of
chemicals that reach the nasal cavity (Kuznetzov 1990, Muraco 2015, Kremers et al. 2016). The

detection of airborne chemicals can for instance involve the trigeminal nerve (cranial nerve V),
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the second largest nerve in odontocetes (for review, see Ridgway (1990)). This cranial nerve is
known to be involved in chemesthesis in tetrapods, especially in the perception of pungent
irritants such as ethanol, menthol, carbon dioxide or capsaicin (for a review, see Lundstrom et
al. (2011)). This pathway has been shown to allow the rough coding of a broad range of odors
and is referred to as the “general chemical sense” (Rothermel et al. 2011). Even if the olfactory
and trigeminal systems are tightly connected in vertebrates, a trigeminal perception has been
known to occur alone in humans born with aplasia of the olfactory bulb and tract (isolated
congenital anosmia) (Frasnelli et al. 2007). While a complete description of the free trigeminal
nerve endings and their potential stimulation by DMS remains to be done in cetaceans, it could
be hypothesized that during this study, they perceived the chemical at least partly through
chemesthesis. The terminal nerve (cranial nerve 0), a nerve that is hypertrophied in toothed
whales (Oelschlidger & Buhl 1985, Demski et al. 1990) and whose function is still debated today
(Vilensky 2014) might also be a substitute when the main olfactory pathway is absent. During
embryogenesis, this nerve originates from the olfactory placode together with the olfactory
system (Oelschldger & Buhl 1985, Oeschlager et al. 1987). Interestingly, fiber bundles from
the nervus terminalis are centrally attached to the telencephalon (olfactory tubercle, septal
region) (Oelschlidger & Buhl 1985) and are found running through the foramina of the ethmoid
bone into the nasal sacs (frontal and vestibular sacs) (Demski et al. 1990). It turns out that
chemoreceptor cells were precisely found in the frontal and vestibular sacs of harbor porpoises

(Behrmann 1989).

Because the DMS slick progressively extended at the surface of the water during the 20-minute
trials, the animals that approached the floater in the close exposure zone may also have
perceived DMS through contact with their skin and oral cavity. Despite a low number of taste
buds (Komatsu & Yamasaki 1980, Kuznetzov 1990) and despite a pseudogenization of most of

their taste receptor genes (Feng et al. 2014, Zhu et al. 2014), captive bottlenose dolphins have
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be shown to distinguish basic taste solutions (Friedl et al. 1990, Kuznetzov 1990) and to exhibit
taste preferences (Kremers et al. 2016, Bouchard et al. 2017). In the present experiment, no
open-mouth behavior was recorded by the observers, but this may have occurred under water

and thus not be detected.

A third assumption is that odontocetes could have developed non-conventional sensory
pathways, still to be described, during their adaptation to a fully-aquatic lifestyle. A surprising
example regarding their chemosensory ability was recently found with the narwhals. Their
helical tusk, an overgrown canine front tooth, allows the perception of salt concentration in
water through circumpulpal sensory structures (Nweeia et al. 2014). Many odontocetes also
exhibit bilateral vibrissal crypts on their upper jaws that are densely innervated by the
infraorbital branches of the trigeminal nerve (Cozzi et al. 2016). These structures have been
shown to allow passive electroreception in the Guiana dolphin (Czech-Damal et al. 2013). It

has however been hypothesized that they could also be involved in chemoreception (Muraco

2015).

As expected from their distinct feeding ecology, the behavioral reactions of the two cetacean
species towards the chemical stimulus were different. More than half (53.3%) of the bottlenose
dolphin groups entered the close exposure zone during DMS trials, while they were less than a
fifth (18.2%) during control trials. The animals were exposed at least 300 m away from the
diffuser at the beginning of the trials. Therefore their presence in this 20-m zone (equivalent to
about 5-10 times the body length of a mature dolphin) indicates an approach towards a very
close contact with the chemical source. This attraction to DMS has never been demonstrated in
cetaceans although it has been suggested in mysticetes, particularly because they exhibit
functional, although reduced, olfactory structures (Thewissen et al. 2011, Hagelin et al. 2012,
Godfrey et al. 2013, Torres 2017). While bottlenose dolphins in the western Mediterranean Sea

mostly consume demersal and benthic prey, they also catch pelagic fish such as mackerel and
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clupeid fish (Blanco et al. 2001). These patchily distributed planktivorous shoaling fish
normally dwell in the highly productive top 50 meters of the water column (Misund & Beltestad
1996). DMS could therefore be a reliable cue for the dolphins to localize the high productivity
zones where their prey aggregate. It would explain why DMS at high concentration can be
attractive for bottlenose dolphins, especially when they are in search of prey. This hypothesis
is supported by the fact that the groups exhibiting a foraging behavior at the beginning of a trial
tended to come in a higher proportions close to the diffuser during DMS trials (compared to
groups traveling or milling). Furthermore, foraging behavior was found to be the main factor
for bottlenose dolphins’ large scale movements and their use of the habitat (Hastie et al. 2004).
Because chemicals diffuse much faster in air than in water due to its low viscosity, dolphins
may perceive volatile foraging cues from long distances. It was in fact suggested from
experiments using soluble prey extracts (Kremers et al. 2016, Bouchard et al. 2017) that they
could perceive the stimulus in water when they get closer to the source. In terms of surface
behaviors, no difference was observed between the two stimulus conditions. This might be due
to the fact that these events were too rare (12 in total during the whole study) to show any

statistical difference.

In contrast to bottlenose dolphins, pilot whales’ attraction was much less pronounced. Even if
they approached the diffuser in a higher proportion during DMS trials, the difference with the
control trials was seen only in the medium exposure zone (100-m radius) and was marginally
significant. Pilot whales mostly feed at depths of several hundreds of meters on cephalopods
and are thus less likely to link DMS with feeding opportunities. Instead, they may use it as a
general navigation cue as surface productivity has been shown to roughly reflect topographic
features such as depth and slope through vertical (upwelling) and horizontal (currents)
circulation (Canadas et al. 2005). As spyhopping has been associated with the inspection of a

visual cue above water (Perrin et al. 2009), the higher occurrence of this behaviour during DMS
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trials could reflect the multisensory processing of a novel stimulus using visual and olfactory
systems. This posture may also optimize the perception of air-borne chemical signals through
active inhalation of volatile compounds (sniffing behavior): lifting the blowhole higher above

the surface would increase the signal detection and thus improve the localization of its source.

The presence of birds did not seem to significantly influence the behavior of cetaceans. While
the bird count was selected in a few top-ranked models, this variable showed a low importance
in averaged models and its effect on the response appeared to be non-significant. Interestingly,
DMS significantly triggered flight behaviors specific to attraction such as circling above the
stimulus. Gulls have been shown to have a functional olfactory neural pathway (Shibuya et al.
1970) and it was recently observed that they rely on olfaction during migration (Wikelski et al.
2015). Surprisingly, there is no data on their use of this sense in their foraging ecology and
previous behavioral studies using DMS-scented slick in the Mediterranean Sea did not report
any attraction of gulls (Dell’Ariccia et al. 2014). This contrast with our results but could
potentially be explained by the presence of additional visual cues in our study: cetacean groups
(30 individuals per trial on average) and the bright-colored floating diffuser were both absent
during behavioral experiments previously reported in the literature. Seabirds seem to exhibit a
multimodal foraging strategy, and both visual and olfactory cues have already been shown to
have additional effects in the wandering albatross (Nevitt et al. 2008, Mardon, Nesterova, et al.
2010). Our results therefore suggest that DMS can trigger attraction in gull when it is combined
with visual cues at the surface of the water. As well as chemical cue, wind speed was the most
important explanatory variable for the gulls’ response. Strong winds (force > 3) mostly tended
to increase the occurrence of descending flight during DMS trials. Birds could fly down to
inspect prey partly hidden by waves or spray during windy conditions. The presence and
behavior of cetaceans also tended to positively influence the bird counts and the occurrence of

circling flight, as they were both selected in averaged models. This corroborates other studies
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suggesting that birds visually follow odontocetes to find their food since they can beneficiate
from prey aggregation created by hunting dolphins (Clua & Grosvalet 2001, Hawke &

Dobinson 2001, Sakamoto et al. 2009).

The recent years have seen the development of unmanned aerial vehicles (UAVs) that could
provide additional quantitative behavioral data for behavioural response studies. The use of
UAVs adapted to the challenging weather sea conditions would for example improve the
precision of distance estimates and allow an automatic analysis of the cetaceans’ trajectories.
Group size, animal behaviors and body length could be measured more precisely from aerial
images. In the present study, we used the same concentration of DMS (i.e. 0.2 M) than in
experiments on birds’ olfaction (Nevitt et al. 1995, Wright et al. 2011), although this
concentration is much higher than in the real marine environment where values rarely exceed
10 nM (Berresheim 1987, Gali et al. 2013). The use of a concentration closer to the natural ones
may induce reactions that better reflect the use of chemoreception by marine predators. Other
compounds such as prey extracts (hydrolysates or oils) could also be tested to better understand
the range of chemosensory abilities of cetaceans. Potential chemical deterrents, either biogenic
(e.g. shark liver oil) or artificial (semiochemicals or irritating substances), may moreover be
diffused with the same protocol in order to evaluate potential uses for conservation purposes.
If deterrents prove to be efficient, they should be evaluated as potential solutions, in
combination with existing methods such as acoustic deterrent (pingers), to keep cetaceans away
from dangerous zones and in order to reduce bycatch. This is currently being developed for

birds, turtles and elasmobranchs (Southwood et al. 2008, Friesen et al. 2017).

This study yielded innovative data on the use of chemoreception by odontocete cetaceans and
by gulls in the wild. It also highlighted the interactions between the taxa during foraging. Our
results revealed that odontocete cetaceans, considered before as anosmic due to the reduction

of their chemosensory anatomical structures and receptors, could in fact use chemical cues such
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as DMS. Now, more studies at histological and molecular levels remain to be conducted so
potential non-canonical anatomical structures involved in odontocetes’ chemoreception can be

determined.
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G. SUPPLEMENTARY MATERIALS

Response variable  GLM parameters

Explanatory variables k AICc AAICe AICc wt Pseudo R?
Bottlenose dolphins
Approach 20 m
1 stimulus 2 459 0.0 0.32 0.108
2 stimulus + wind 3 46.5 0.6 0.24 0.147
3 stimulus* + behavior 4 471 1.2 0.18 0.188
4 bird count + wind 3 476 1.7 0.14 0.123
5 stimulus + bird count 3 478 1.9 0.12 0.118
- intercept only 1 48.7 29 - 0.000

Approach 100 m

1 behavior 3 50.1 0.0 0.29 0.116
2 behavior + bird count 4 51.0 0.9 0.19 0.150
3 intercept only 1 512 1.1 0.17 0.000
4 stimulus + behavior 4 51.6 1.5 0.13 0.137
5 behavior + wind 4 519 1.8 0.12 0.130
6 bird count 2 52.1 1.9 0.11 0.028
Pilot whales
Approach 20 m
1 intercept only 1 755 0.0 0.32 0.000
2 stimulus 2 76.2 0.7 0.23 0.020
3 stimulus + bird count 3 770 1.5 0.16 0.040
4 wind 2 770 1.5 0.15 0.009
5 bird count 2 772 1.7 0.14 0.001
Approach 100 m
1 stimulus 2 86.8 0.0 0.47 0.033
2 intercept only 1 87.5 0.7 0.33 0.000
3 stimulus + wind 3 88.5 1.7 0.20 0.039

Table S1. Comparison of the best fitted response models for cetaceans’ approach in the two zones
around the chemical diffuser (20-m and 100-m zones). These Generalized Linear Models (GLM) had a
logit link and response variables following a binomial distribution. Explanatory variables include the
stimulus condition (stimulus), wind force (wind), the initial general behavior (behavior) and total
number of birds in the stimulus zone (bird count). The variables with a significant (p < 0.05) or
marginally significant (p < 0.10) influence are respectively shown in bold and italic. GLM parameters
include the number of parameters (k), the correlation coefficient (Pseudo-R2, or proportion of explained
deviance), corrected Akaike information criterion (AICc), the corresponding AICc increments (AAICc)

and Akaike weight (AICc weight).
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Bottlenose dolphins

Pilot whales

‘]El:lg:;:;::ory Approach 20 m Approach 100 m Approach 20 m Approach 100 m
I Est. SE P 1 Est. SE P I Est. SE P I Est. SE P
Stimulus 0.86 1.71 0.89 0.056 0.13 0.77 0.81 0.344 0.39 0.82 0.63 0.193 0.67 0.93 0.58 0.110

Initial Behavior
Feeding
Milling
Traveling

Wind

Bird count

0.18
Reference category
-0.81 1.31 0.536
-2.24 146 0.126

038 1.14 0.83 0.165
026 0.93  0.90 0.302

0.73

0.12
0.30

Reference category
-16.8 2041 0.993
-17.8 2041 0.993
0.68 0.85 0.424

091 0.80 0.256

0.15 -0.47 0.60 0.440 0.20 0.40 0.55 0.469
0.30 -0.04 0.04 0.375 -

Table S2. Summary of the results from the averaged models of the cetaceans’ approach including the

top-ranked models (AAICc <2). Importance (I) of each explanatory variable, as well as its estimate

(Est.), its standard error (SE) and p-value are also included.
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Response GLM parameters
variables Explanatory variables k AICc Auce  AICcwt  Pseudo R

Yellow-legged seagulls
Number of individuals

1 intercept only 2 343 0.0 0.24 0.000
2 stimulus 3 345 0.2 0.22 0.124
3 cetaceans’ approach 3 355 1.2 0.13 0.079
4 cetaceans’ approach + wind 4 359 1.6 0.11 0.199
5 stimulus + wind 4 36.0 1.7 0.10 0.195
6 wind 3 36.1 1.8 0.10 0.048
7 stimulus + cetacean count 4 362 1.9 0.09 0.186
Circling flight
1 stimulus 2 254 0.0 0.37 0.231
2 stimulus + wind 3 262 0.8 0.24 0.305
3 stimulus + wind + cetaceans’ approach 4 266 1.2 0.21 0.409
4 stimulus + cetaceans’ approach 3 269 1.5 0.17 0.278
- intercept only 1 29.1 3.7 - 0.000
Descending flight
1 wind 2 20.8 0.0 0.43 0.195
2 intercept only 1 222 14 0.21 0.000
3 stimulus + wind 3 224 1.6 0.19 0.254
4 cetacean count + wind 3 22.7 1.9 0.16 0.238

Table S3. Comparison of the best fitted response GLM for seagulls’ number of individuals (identity
link, log-transformed values) and flight behaviors (logit link, binomial distribution). Explanatory
variables include the stimulus condition (stimulus), wind force (wind), total number of cetacean
individuals present during the trial (cetacean count) and proportion of cetaceans entering in the 100-m
zone (cetaceans’ approach). The variables with a significant (p < 0.05) or marginally significant
influence (p < 0.10) are respectively shown in bold and italic. GLM parameters include the number of
parameters (k), the correlation coefficient (Pseudo-R2, or proportion of explained deviance), the
corrected Akaike information criterion (AICc), the corresponding AICc increments (AAICc) and Akaike

weight (AICc wt).

105



Bertrand Bouchard Capacités chimio-sensorielles des cétacés

Thése de doctorat Chapitre 1 : Etudes comportementales
Explanatory Number of individuals Circling flight Descending flight

Variables 1 Est SE P 1 Est SE P 1 Est SE P
stimulus 0.42 0.38 024  0.118 1.00 2.88 1.54 0.061 0.19 143 147 0.331
wind 0.31 -030 026 0.252 046 -2.12  1.58 0.181 0.79 253 1.65 0.125
cetacean count 0.09 0.26 0.25 0.291 0.16 -1.28 1.61 0.428

cetaceans’ approach 0.24 0.36 0.27  0.181 0.38 1.81 1.51 0.230 - - - -

Table S4. Summary of the results from the averaged models of the seagulls’ count and flight behaviors
including the top-ranked models (AAICc < 2). The importance (I) of each explanatory variable, as well

as its estimate (Est.), its standard error (SE) and p-value are also included.
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MANUSCRIT 3 : Réponse comportementale et acoustique de la baleine a bosse
(Megaptera novaeangliae) a des stimuli chimiques en zone de reproduction et

d’alimentation.

Résumé francais de I’étude :

Pour détecter les agrégations éparses de plancton dans I’océan, les baleines a fanons doivent disposer
d’indices fiables. La présence de structures olfactives relativement développées suggere qu’elles
pourraient percevoir les odeurs associées a ces zones d’alimentations, comme cela est le cas chez
d’autres prédateurs marins. Pourtant, I’implication de la chémoréception dans I’écologie alimentaire des
baleines n’a, a ce jour, fait I’objet d’aucune étude comportementale. Nous avons donc réalisé, chez la
baleine a bosse (Megaptera novaeangliae), des expériences permettant de mesurer les réponses a
différentes stimulations chimiques, dans leurs zones de reproduction (Océan Indien) et de nourrissage
(Atlantique Nord et Péninsule Antarctique). Deux stimuli chimiques, a caractére alimentaire, ont été
utilisés: I’extrait de krill correspondant a leur source d’alimentation principale et le sulfure de diméthyle
(DMS), un indicateur de zones de forte productivité primaire. Nos résultats montrent que lors des tests
avec I’extrait de krill, les baleines s’approchent davantage de la zone de stimulation (dans un rayon de
300 m) et y restent plus longtemps (8.01 minutes, IC95% = 1.84 — 14.18, p = 0.0048), ce qui suggere
une attraction vers la source d’émission du composé chimique. Cette réponse a été observée en Islande
et dans une moindre mesure a Madagascar, mais pas en Antarctique. De plus, les baleines ont exprimé
des comportements de surface évoquant une exploration sensorielle, comme des plongées sous la zone
de stimulation ou ’arrét de la navigation, plus fréquemment lors qu’elles étaient exposées a 1’extrait de
krill. Le DMS n’a quant a lui pas provoqué de telles réactions dans aucun des sites d’étude. L analyse
des enregistrements acoustiques suggere que les deux stimuli chimiques entrainent une modification des
vocalisations des baleines sur leur site de reproduction a8 Madagascar. Nos résultats apportent la premiere
preuve expérimentale que les mysticetes pergoivent et réagissent localement a des substances chimiques
directement ou indirectement liées a leur alimentation. Ainsi, chez ces grands cétacés, 1’olfaction
pourrait étre impliquée dans la perception multimodale de I’environnement et la recherche de nourriture

en pleine mer, a I’instar des oiseaux marins.
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Titre : Behavioural and acoustic responses of humpback whales to food-related chemical

stimuli in their feeding and breeding grounds.
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A. ABSTRACT

Baleen whales use reliable foraging cues to find their patchily distributed food in the open ocean. Their
relatively well-developed olfactory structures suggests that they could identify the specific odours of
planktonic prey aggregations such as krill schools. They may also, as other marine predators do, detect
dimethyl sulfide (DMS), a chemical released in areas of high marine productivity. However, dedicated
behavioural studies still have to be conducted in baleen whales in order to confirm this alleged
involvement of chemoreception in their feeding ecology. We implemented 56 behavioural response
experiments in humpback whales using two food-related chemical stimuli, krill extract and DMS as well
as their respective controls (orange clay and vegetable oil) in their breeding (Madagascar) and feeding
grounds (Iceland and Antarctic Peninsula). The animals approached the stimulus area and stayed longer
in the trial zone during krill extract trials compared to control trials, suggesting that they were attracted
to the chemical source and spent time exploring its surrounding, probably in search for prey. This
response was observed in Iceland and to a lesser extend in Madagascar, but not in Antarctica. Surface
behaviours evoking a sensory exploration, such as diving under the stimulus area and stopping
navigation, were also observed more often during krill extract trials. Exposure to DMS did not elicit
such exploration behaviours in any of the study areas. However, preliminary acoustic analyses suggest
that DMS and krill extract both modified the whales’ acoustic activity in Madagascar. Altogether, these
results provide the first behavioural evidence that baleen whales actually perceive prey-derived chemical
cues several hundred meters away. Chemoreception, especially olfaction, could thus be used for locating
prey aggregations and for navigation at sea, as it has been shown in other marine predators including

seabirds.
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B. INTRODUCTION
For filter-feeders such as baleen whales (mysticetes), finding patchily-distributed krill aggregations is a
challenging task which involves movements over hundreds to thousands of kilometres of open ocean.
The cues on which they rely are still unclear but they are thought to use multimodal signals, probably
using chemoreception in addition to acoustic and visual cues (Torres 2017). Chemical senses, and
especially olfaction, plays a foreground role in the foraging ecology of several marine predators feeding
on similar planktonic preys (DeBose & Nevitt 2008). For example, procellariform birds including Cape
Petrel (Daption Capense) and whale sharks (Rhincodon typus) detect prey-derived chemicals such as
krill extracts in air and in water, respectively (Nevitt 1999, Dove 2015). These species are also attracted
by dimethyl sulfide (DMS), a molecule emitted by phytoplankton when grazed by zooplankton (Nevitt
et al. 1995, Dove 2015). DMS is now recognized as an efficient indicator of high marine productivity

which play a crucial role in marine trophic interactions (Savoca & Nevitt 2014).

Anatomical studies have revealed that, in contrast to toothed whales (odontocetes), baleen whales are
well equipped for olfaction. They exhibit developed ethmoturbinates in their nasal cavities, which
transmit information on chemical stimuli to their large olfactory bulbs (Thewissen et al. 2011, Godfrey
et al. 2013). Genetic studies have also revealed that they exhibit a high proportion of functional genes
coding for olfactory receptors (OR), a transmembrane protein responsible for odorant binding expressed
at the surface of olfactory neurons (McGowen et al. 2008, Thewissen et al. 2011, Kishida, Thewissen,
Hayakawa, et al. 2015). Mysticetes are thus thought to have a functional sense of smell, but no
experimental data has tested this hypothesis so far. A preliminary study was conducted by Hagelin et al.
(2012) on humpback whales (Megaptera novaeangliae), a species feeding on krill as well as several
schooling fish species depending on the prey availability. They showed that feeding humpback whales
oriented significantly more into the wind than in other directions. This first result suggested that foraging
mysticetes could follow wind-borne molecules emitted by their preys, even if other chemosensory
systems could also be involved such as the perception of soluble compounds in water through gustation
(Kienle et al. 2015, Torres 2017). However, rigorous behavioural experiments are still necessary to

confirm that whales can perceive chemical compounds, and in particular food-related cues. Because
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mysticetes are not held in captivity, these experiments have to be conducted under the constraints
imposed by the natural environment, while allowing a detailed measurement of the whales’ reactions
towards potential chemical cues at sea (e.g. changes in their swimming trajectories, surface behaviours

and acoustic activity).

In this study, we investigated the reaction of humpback whales to food-related chemicals. We tested
whether these animals would be attracted by such stimuli, changing their trajectories or navigation
speed, increasing their respiratory rate to improve airborne molecule sampling and/or exhibit specific
feeding behaviour such as open mouth or foraging dives. We also recorded the whales’ vocalizations as
they are known to produce various sounds while foraging (Thompson et al. 1986, Cerchio & Dahlheim
2001, Stimpert et al. 2007), and could thus display a specific acoustic response to such stimulation. We
used two different chemical stimuli with different physical properties as mysticetes’ ability to perceive
chemical stimuli may depend on the compound volatility/solubility. Krill extract directly reflects the
prey’s chemical signature and contains various volatile and soluble molecules. These stimulus could
thus be perceived in air and/or in water through chemoreceptors located in the upper airways and the
oral cavity. DMS is considered as an indirect indicator of potential prey aggregation, and a highly
volatile molecule transported over great distances by wind, mainly detected in air during ventilation.
Krill extract is likely to induce a higher attraction potential for humpback whales because it is a direct
cue for the presence of prey. We conducted behavioural response experiments in three study areas with
different prey availabilities and related to different whales’ life cycles: one breeding ground
(Madagascar, Indian Ocean) where the whales breed and calve and where no food is available, and two
feeding grounds in the Northern Atlantic (Iceland) and Antarctic Peninsula. We expect the whales to
exhibit behavioural reactions towards food-related chemicals exclusively in feeding grounds where they
are actively searching for foraging cues and not in breeding grounds where their behaviours is focused
on reproduction. The comparison of the whales’ response to krill extract and DMS in these three areas
should therefore explain, for the first time, how environmental and physiological factors influence the

behavioural responses to food-related chemical stimuli in mysticetes.
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A. MATERIALS AND METHODS

1) Study sites
We carried out four fieldwork campaigns in three humpback whales’ breeding and feeding grounds. We
selected the Sainte Marie Channel, located between Sainte Marie Island and the main island of
Madagascar, as a breeding ground study area since these shallow waters allow an easy access to a high
number of humpback whales at predictable times during the austral winter (Cerchio et al. 2016, Dulau
et al. 2017). In this first area, we implemented experiments from late June to early July two successive
years in 2015 and 2016. Additionally, we selected two sites characterized by different kinds of prey
within the species’ feeding grounds. We carried out the first fieldwork survey in August 2016 on the
north-eastern coast of Iceland in Skjalfandi Bay, where humpback whales mostly feed on schools of
small fishes (herring and capelin) as well as krill (Clapham 2009, Vikingsson et al. 2015). We then
conducted the second set of experiments in December 2016 in the Antarctic Peninsula where krill is the

main food available for mysticetes (Friedlaender et al. 2006, Friedlaender, Lawson, et al. 2009).

2)  Targeted whale groups
In order to maximize the chances to detect whales and get high quality observations at sea, we carried
out the experiments only under favourable weather conditions, i.e. no precipitation, visibility of more
than 5 km, moderate winds (Beaufort’s wind scale force < 4) and swell less than 1.5 m. In all study
areas, the research crew included two experienced cetacean observers, one bird observer and one
experimenter. We adapted the protocol from research on odontocete chemoreception (Bouchard et al.
2016). Briefly, at the beginning of the day, the research boat navigated within the study area until a
whale or a group of whales was opportunistically spotted. We then slowly approached the animals from
the side and observed them during a 10-minutes period 300 meters away, a distance known to limit
disturbance of their behaviour (Stamation et al. 2010). This pre-trial observation phase allowed to assess
the number of groups in the area, a group being defined as several individuals separated by less than 4
body lengths (about 50 m), generally moving in the same direction, and coordinating their behaviour
(Whitehead 1983, Dunlop et al. 2012). We took the whale group as a unit as previous reports and

preliminary observations revealed that the movement and behaviour of a whale was highly dependent
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on the other group members (Whitehead 1983). We identified each group with a unique code and
recognized it during the trial using its size and specific features of its members (body size, dorsal and
caudal fins shape, coloration and marks). We also recorded the group size (number of individuals), their
age category (calf, juvenile or adult) and initial behaviour. We defined three categories of initial
behaviour: traveling (moving towards one main direction), resting (floating at the surface or moving
very slowly) or foraging (repeated dives with no significant progression towards a particular direction,
sometimes surfacing with the mouth open) (Friedlaender, Hazen, et al. 2009). We took the decision to
start a trial only if the whale’s behaviour was not obviously disturbed by the boat presence (no strong
avoidance, agonistic surface behaviours such as caudal peduncle throws, or long dives) and if no other
vessel (for example whale-watching or ferry boat) was likely to approach within 2 km around the whales

during the next 30 minutes.

3) Chemical stimuli

Two chemical stimuli were tested: krill extract (experiment K) and DMS (experiment D).

o FExperiment K: Krill extract

For the krill extract experiments, we used 4 kg of a powdered hydrolysate of Antarctic krill
(Phosphotech, France) diluted in 8 litres of water as a chemical stimulus. As krill contains about 80 %
moisture (Kim et al. 2014), this dose approximately corresponds to the dry matter of 20 kg of fresh krill
which represents 2 - 5% of an adult humpback whale’s daily intake (Reilly et al. 2004). We made a
control solution of similar colour using 60 g of an orange clay powder dissolved in the same amount of

water.

At the beginning of the trial, we deployed the test solution from the boat at low speed in order to create
a stimulus line of about 30 m in length and maximize the diffusion of soluble molecules in seawater.
We released a recording platform in the middle of this line in order to mark the centre of the stimulus
zone, as the red colour progressively disappeared within 10-15 minutes while the powder was sinking
in the water. This floating Styrofoam™ device (120 x 60 x 5 cm) was equipped with an omnidirectional

hydrophone (model C57, Cetacean Research Technology, Seattle, USA) connected to a digital audio
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recorder (acquisition at 96 KHz 24 bits, on a Zoom H1 recorder, Zoom Corp., Tokyo, Japan) and two
underwater cameras (GoPro Hero 4, GoPro Inc., San Mateo, USA) oriented 30° downward and facing
in opposite directions (Fig. 1). This recording platform allowed the analysis of the whales’ vocalizations

as well as their underwater behaviours in the vicinity of the stimulus area.

e Experiment D: DMS solution

We prepared a 0.2 M DMS solution each day by diluting pure DMS (Purity > 99%, Sigma-Aldrich,
Germany) in vegetable oil. While this concentration is much higher than what is found in surface waters
where DMS rarely peaks over 20 nM during summer months (Leck & Persson 1996, Turner et al. 1996),
it was previously shown to induce behavioural reactions in seabirds (Nevitt et al. 1995, Wright et al.

2011). Control solution only consisted of vegetable oil.

We poured test solutions inside a floating round diffuser made of stainless steel-reinforced orange
Styrofoam™ tubes. A 30-cm-wide polyvinyl chloride membrane was hung below the tubes in order to
retain part of the oily solutions during the trial and a 1-kg weight tied 40 cm under the device by three
polyester straps worked as an anchor, preventing wind-drift (Fig. 1). This floating device allowed a
progressive release of the scent during the trial and created a focal point of highly-concentrated chemical
stimulus used by the observers as a visual reference. The recording platform described previously was

attached to the diffuser by a 1 m strap.

115



Bertrand Bouchard Capacités chimio-sensorielles des cétacés

These de doctorat Chapitre 1 : Etudes comportementales
Chemical diffuser Recording platform
(experiment D only) (experiments K & D)
A Al
'S ™ ' N

Figure 1. Schematic presentation of the floating diffuser and recording platform used in the behavioural
response experiments. The diffuser was used only during DMS experiments and their controls
(experiment D). It had a diameter of 80 cm and was made of one stainless steel-reinforced orange
Styrofoam™ tube (a). A 30-cm-long polyvinyl chloride membrane (b) was hung below the tubes in
order to partly retain the oily solutions during the trial. A 1-kg lead weight (¢) was hung 40 cm under
the device by four polyester straps (d), and worked as an anchor in order to prevent excessive drifting
due to wind. The diffuser was attached to the recording device, a 120 x 60 cm floating Styrofoam™
platform (f), by a 100-cm-long strap (e). This platform was equipped with a hydrophone (model C57,
Cetacean Research Technology, Seattle, USA) (g) connected to a digital audio recorder (Zoom H1
recorder, Zoom Corp., Tokyo, Japan) (h) and two underwater cameras (GoPro Hero 4, GoPro Inc., San

Mateo, USA) (i) oriented 30° downward and facing in opposite directions.
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4)  Behavioural observations
The boat was placed approximately 300 m upwind (i.e. into the wind) from the closest targeted groups
to maximize the exposure of the animals to the chemicals (Fig. 2). The chemical stimuli or their
respective control were then released in the water in randomized order. Once the experimenter deployed
the stimulus at the back of the boat, out of sight of the observers (blinded experiments), the boat
navigated about 200 — 300 m away from the stimulus zone and the captain stopped its engine. The two
cetacean observers then started to record the position and behaviour of each whale or group of whales
every minute for 22 minutes using 7x50 binoculars. We defined the position of a whale group as the
centroid of the positions of all its members. As the chemical diffuser was placed 300 m upwind from
the closest group, we also recorded the initial distance to the stimulus for all the other targeted groups.
We also recorded the apparition of new, non-target groups which were not observed at the beginning of

the trial.

We defined two zones around the stimulus area: a close exposure zone with a 50-m radius, and a medium
exposure zone with a 300-m radius. When a group crossed these limits, we recorded the time spent since
the beginning of the trial in order to measure the duration of its presence within each zone. We also
counted all respirations and surface behaviours evoking an exploration of the area such as stopping (a
marked decrease in navigation speed) or diving under the stimulus (a short dive in the close exposure
zone with whale surfacing on the other side of the device), as well as non-vocal communication
behaviours including breaching (jumping completely or partially out of the water), head-, pectoral- or
tailslapping (slamming the head or fin down on the water), (Frankel et al. 1995, Félix 2004). During the
whole experiment, the experimenter piloted an unmanned aerial vehicle equipped with a 2.7K HD video
camera (Phantom 3 advanced, DJI, Shenzen, China) above the animals in order to assist the cetacean
observers: it provided them with accurate data on the whales’ distance to the stimulus as well as their
detailed behaviours. The minimum flight altitude was set to 50 m in order to ensure it was not seen or

heard by the whales (Christiansen et al. 2016).
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Figure 2. Schematic presentation of the exposure trials’ initial conditions. For experiment K, the
stimulus (a) was released along a 30-m line, with the recoding platform (b) (equipped with a hydrophone
and two underwater cameras) in its centre, approximately 300 m from the closest group of whales (c).
The same protocol was used for experiment D, except that the stimulus was poured in a chemical diffuser
(see Fig. 1) attached to the recording platform by a 100-cm long strap. Two exposure zones were
considered in the behavioural analyses: a close exposure zone with a 50-m radius (dark red) and a

medium exposure zone with a 300-m radius (orange). The whales’ dimensions are not at scale.

Birds can affect the whales’ foraging behaviour (Anderwald et al. 2011), therefore a trained ornithologist
equipped with binoculars recorded their presence and behaviour around the stimulus area. In each bird

flock, species and number of individuals were recorded as well as any specific flight pattern including
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circling (the bird circles over the area), flying down (the bird loses altitude, usually suddenly) and

landing on water (Hutchison & Wenzel 1980).

At the end of each 22-minute trial, the experimenter recorded the trial conditions including the stimulus
type (krill, DMS or their respective control), GPS position as well as environmental conditions (wind
force, swell height, precipitation and visibility). The floating devices were then retrieved, and the boat
was moved to another zone upwind in order to run a new trial on a different group of whales. The next
trial was started after a period of at least 1 hour and in an area distant of at least 2 km upwind, in order
to avoid any potential disturbance from the stimulus used in the previous experiment. In total, we run a
total of 56 trials in humpback whales’ breeding (26) and feeding grounds (22 in Iceland, 8 in Antarctica)
during the four field surveys. We implemented 20 experiment K trials associated with 11 controls and
13 experiment D trials with 12 controls (Table 1). We could not set D experiments in Antarctica due to

logistical and permit issues

5)  Vocalizations tracking and features extraction
In order to analyse the potential effect of the exposure to prey-related chemical on the whales’ acoustic
activity, we quantified and categorized the vocalizations they produced during each trial. Acoustic
analysis were performed using an automatic detector as described in Abeille et al. (2013). This detector
was parameterized to exclude vocalizations with a low amplitude which were likely to have been emitted
by whales located far away from the stimulus area and thus not exposed to the chemical. Briefly, the
detection included twos steps: a binarization of the recording followed by a detection of the vocalizations
by the algorithm. First, the t-SNE (Distributed Stochastic Neighbor) embedding allowed a nonlinear
dimensionality reduction for the visualization of high-dimensional datasets in lower dimensions, while
keeping data variety (Van der Maaten & Hinton 2012, Lohani & Glotin 2017). This method is
particularly well-suited to generate several acoustic parameters such as initial and final frequencies,
duration of vocalisations, etc. Then, a Bayesian non-parametric clustering (BNP) (Bartcus & Glotin
2015) allowed an unsupervised classification of the dataset. Finally, the NMI (Normalized Mutual
Information) score was calculated in order to evaluate the mutual dependence between true clusters

(generated using BNP) and estimated clusters (corresponding to chemical stimulations) (Fowlkes &
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Mallows 1983, Strehl & Ghosh 2002). Due to the high amount of data collected and limitations due to

calculation capacities, the first ten minutes of each recordings were processed.

6)

Data analysis

All analyses were performed in R (R Core Team 2017). A workflow on data collection and analysis can

be found in Table 1.

First, we tested whether the chemical stimulation could have attracted whales that were not in sight

during the pre-trial observation. The number of non-targeted whale groups that appeared per trial was

analysed using a generalized linear model (GLM) with a Poisson distribution including the stimulus

condition and several control variables such as the study area, wind speed, swell as well as the birds’

numbers and flight behaviours.

Type of experiment Trial duration Stimulus trials Control trials Stimulus diffusion

Krill extract Red clay powder
4 Kg powder

Experiment K 22 minutes Deployed directly in water
Iceland: 6 Iceland: 3 creating a 30 m stimulus line
Antarctica: 5 Antarctica: 3
Madagascar: 9 Madagascar: 5
DMS Vegetable oil
0.2 M in vegetable oil

Experiment D 22 minutes Poured in a floating round
Iceland: 6 Iceland: 7 diffuser (Fig. 1)
Madagascar: 7 Madagascar: 5

Data collection

Measured data

Data analysis

a) Visual observations
from the boat using
binoculars, assisted by
UAV

b) Recoding plateform «{

¢) Underwater video —»

1) Number of non-targeted whales that appeared
2) Time spent in close exposure zone (50-m radius)
3) Time spent in medium exposure zone (300-m radius)

4) Number of blows
5) Occurrence of sur

7) Occurrence of underwater behaviours

6) Vocalizations

8) Bird counts & flight behaviours

_—

face behaviours

—_—

_—

_—

_—

GLM (Poisson distribution)
Tobit models for zero-inflated data

Linear model

Two-tailed Fishers’ exact test

Descriptive analysis

Automatic spectral tracker and clustering
GLM (negative binomial) & Fisher’s exact test

Table 1. Workflow of the experimental design, data collection and analysis for the two chemical
stimulation experiments (K and D) implemented in humpback whales in their breeding and feeding

grounds
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We also examined the influence of krill extract and DMS on several response variables. First, the times
spent by the whales in the two zones (50 and 300-m zones) expressed their exploration of the stimulus
area. This variable had a zero-inflated Gaussian shape because several whales groups did not enter any
of the zones. This issue was overcame by testing stimuli effects in a Tobit regression (censReg R
package) (Henningsen 2013). One global model was first created for all trials. We added study area,
distance at start, time of arrival, wind speed, swell, group size as well as bird counts and their flight
behaviour as control variables. In order to compare the whales’ exploration of the stimulus zone in the
three different study areas, we also used a Tobit regression for each of the sites. We then tested the
influence of the food-related stimuli on the whales’ respiratory rates (defined as blow counts within a
group divided by the product of the group size and the time the group was observed) using a linear model
on square root-transformed values. For each of these models, we created a maximum model with all
independent variables and used the dredge function (MuMIn R package) to test which variable
combinations allow to get the most parsimonious model based on AIC, considering a model to be
substantially better than another if its AIC was lower by at least 2 AIC units (Burnham & Anderson
2004). For both experiments (K and D), the effect of the stimulus condition was compared to its control

by post-hoc multiple comparison using the g/h¢ function (multcomp R package).

Finally, we tested the influence of the chemical stimulation on the whales’ surface behaviour. We built
2 x 2 contingency tables, separately for each experiment. These tables incorporated, for each chemical
(stimulus or control solution), the number of groups that presented or not a specific behaviour. The

differences between proportions were tested using a two-tailed Fisher exact test.

As a side-analysis, we investigated whether the birds observed in the stimulation zone responded to the
chemical stimulation and/or the whales’ behaviour. The effect on bird counts was evaluated using
negative binomial regression using the glm.nb function (MASS package) because of over-dispersion of
the data and using the same model selection method as for whales’ behaviour, including control variables
such as wind force, study area, whale counts and surface behaviours as well as time of the day. The
influence of the chemicals on the birds’ behaviour pattern was calculated using the occurrence of each

flight pattern during a trial. This allowed to avoid any bias from a potential cumulative effect due to
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local enhancement in birds (i.e. the use of congeners as distant visual cues while foraging), a well-
described behaviour in seabirds (Poysa 1992, Silverman et al. 2004). This variable followed a binomial
distribution as it was counted as absent or present (0 or 1) during each trial. These data were pooled and
organized in 2 X 2 contingency tables incorporating the stimulus conditions and the differences between

proportions were tested using a two-tailed Fisher exact test.

B. RESULTS

1)  Number of whale groups
A total of 113 humpback whale groups were included in our analyses (1-5 per trial), totaling 164
individuals (range: 1 to 4 individuals per group, mean = S.D.: 1.45 £ 0.45). Only one other whale species
(a minke whale, Balaenoptera acutorostrata) was observed in the stimulus zone during one krill trial in
Antarctica, and was excluded from the analysis. From 0 to 3 new whale groups (average: 0.77 £ 0.87)
that were not targeted at the beginning of the experiment (because they were not detected during the
pre-trial observation phase) appeared in the area, potentially attracted from a long distance. However,
our GLM showed that this number was neither significantly affected by the stimulus condition (estimate
=0.188, 95% CI=-1.630 — 2.008, p = 0.993 for krill extract and estimate = 0.242, 95% CI=-1.112 -
1.598, p = 0.967 for DMS) nor by control variables (study area, time of day, wind force, swell, bird

counts and flight behaviours) (Fig. 3).

2)  Time spent in the stimulus zone

e  Global model

We considered the time spent by the whales within the two exposure zones around the diffuser (50-m
and 300-m zones) as an indicator their exploration of the chemical source. The most parsimonious Tobit
model for the 300-m zone included the chemical stimulus and 3 control variables: study area, initial
distance and time of day (McFadden pseudo R-squared = 0.14). The stimulus effect was highly
significant in K experiment: during krill extract trials, whales spent about 8 min. more near the stimulus

than during control trials (estimate = 8.01, 95% CI = 1.84 — 14.18, p = 0.0048). However, the same was
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not true for DMS (estimate = 0.76, 95% CI =-5.97 — 7.49, p = 0.99). The study area had no significant
effect on the time whales spent in the vicinity of the diffuser. As expected, the model found a highly
significant negative effect of the initial distance on this response variable (estimate = -0.029, 95% CI =
-0.0041 — -0.017, p < 0.001). The time of the day also had a significant negative effect (estimate = -
15.14, 95% CI -25.70 — -4.57, p = 0.003). The influence of the chemical stimulus on the time spent in
the 50-m zone followed the same trend, except that the positive effect of krill extract was not significant

(estimate = 4.18, 95% CI = -1.08 — 9.46, p = 0.17).
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Figure 3. Partial regression plots showing the relationship between the number of whales that appeared
during the exposure experiment and the stimulus condition (a). There was no significant effect of this
factor on the response variable. The effects of control variables such as the study area (b), the time of

day, wind force, well or bird counts or behaviours, were also found to be not significant.
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e [ntersite differences

As explained in the introduction, the three study areas differed in terms of the whales’ reproductive state
(breeding vs. feeding grounds) and in terms of prey availability (no prey in Madagascar, krill and fish
in Iceland and exclusively krill in Antarctica). We tested whether these differences could affect the
whales’ response to the two food-related chemicals. We observed a response of higher intensity in
Iceland than in Madagascar (estimate = 13.92, 95% CI = 3.28 — 24.56, p = 0.0042 and estimate = 8.03,
95% CI=0.25-15.81, p = 0.039, respectively) and no effect was found in Antarctica (estimate = -5.56,
95% CI =-14.08 — 2.95, p = 0.20) (Fig. 4). In the 50-m zone, a marginally significant effect was only
found in Iceland (estimate = 7.57, 95% CI=-0.49 — 15.65, p = 0.073). Exposure to DMS did not induce

any response in both exposure zones, in any of the study areas.
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3)  Respiratory rate
We calculated the average whales’ respiratory rate for each group in order to test whether it could be
increased by an exposure to airborne food-related chemical. The most parsimonious linear model for
respiratory rate included 2 explanatory variables: chemical stimulus and study area (R-squared = 0.50).
Chemical stimuli did not affect the response variable compared to their respective controls (estimate =
0.078,95% CI=-0.114-0.269, p=0.71 for krill extract and estimate = 0.056, 95% CI=-0.131—-10.245,
p = 0.85 for DMS, square-root transformed values) (Fig. 5). The study area had a strong influence on
the respiratory rates, being higher in Iceland than in Antarctica and Madagascar (estimate = 0.384, 95%
CI=0.185-0.582, p <0.001 and estimate = 0.51824, 95% CI = 0.649 — 0.387, p < 0.001, respectively,

square-root transformed values).

4) Surface and underwater behaviours
We counted all surface behaviours as they could potentially be affected by the whales’ detection of a
food-related chemical cue. We observed that the whales exposed to krill extract stopped and dived under
the floating diffuser more often than the ones exposed to the control solution (27.1% vs. 5.0%, p = 0.08,
n=237and 0.0% vs. 18.9%, n =20, p = 0.04, respectively, two-sided Fisher’s exact tests) (Fig. 6a). Non-
vocal communication behaviours were not affected by the exposure to krill extract. There was no

significant difference in the occurrence of any behaviour between DMS and control trials (Fig. 6b).
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Figure 5. Partial regression plot showing the relationship between the humpback whales’ respiratory
rate and the type of chemical stimulation during K and D experiments.
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Figure 6. Occurrence of specific surface behaviours in humpback whales exposed to a chemical
stimulation or a control during 22-minutes-long behavioural response experiments. (a) Krill extract
versus control (CTL) including 20 and 37 groups, respectively. (b) DMS versus control (CTL) including
26 and 30 groups, respectively. Asterisk indicates a significant difference between stimulus and control

trials (p-value < 0.05) as calculated using GLM with logit link for each response variable.

In all three study areas, visibility in the water was reduced (less than 5 — 10 m) due to turbidity.
Therefore, although 26 whales groups entered in the close exposure zone (within 50 m around the

diffuser), only two of them (3 individuals in total) were captured by the recording platform’s cameras
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during two krill extract trials in Skjalfandi Bay, Iceland. One individual approached underwater and
surfaced 7 m from the diffuser. It then swam under the surface back and forth within 20 m around the
floater for 55 sec, breathing twice, before swimming away. The two other individuals formed a unique
group. After they approached and breathed 5 m from the floater, they swam down slowly to about 10 m
under the surface during 12 seconds before coming back to the surface to breathe again. No open mouth

or specific behavioural display was observed underwater for any of these individuals.

5) Vocalizations
Our algorithm detected a total 2314 vocalizations, all of them in Madagascar. The maximum dependence
between acoustic parameters and chemical stimuli (SNI = 0.25) was obtained using 3 clusters (Figure
7). While cluster 0 included sounds produced during all stimulus conditions, cluster 1 mainly consisted
in vocalizations emitted during exposure to food-related chemicals (krill extract and DMS). Most of the

calls in cluster 2 were produced during exposure to clay (control chemical of the experiment K).
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Figure 7. Analysis of the whales’ vocalizations emitted in Madagascar during exposure experiments.
After dimensionality reduction (t-SNE) of all acoustic parameters, a Bayesian non-parametric
clustering (BNP) was applied to the data. A maximum NMI score (0.27) was obtained using 3 clusters.
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6) Influence of the birds as visual cues
Of 471 bird groups counted during the 56 trials, 399 (83.7%) were northern fulmar Flumarus glacialis
sighted in Iceland. The remaining 28 groups encompassed 14 species, differing in each area
(Supplementary material, Table S1). The general linear model showed that the bird count per trial was
not significantly affected by the chemical stimulation, but only by the study area (Iceland > Antarctica
> Madagascar) and by the occurrence of whales’ breaching (estimate = 1.897, 95% CI = 0.661 — 3.133,
p = 0.002) (Supplementary material, Fig. S2a-d). Chemical stimulation had no significant effect on the
birds’ flight pattern except a marginally significant positive effect of krill extract on the occurrence of
zig-zag flight (p = 0.06, two-sided Fisher’s exact test on contingency table) (Supplementary material,

Fig. S2e and S2f).

C. DISCUSSION

Humpback whales reacted to food-related chemical stimuli released in water, providing the first
experimental evidence for functional chemical senses in this species. In particular, reactions towards
krill extract were stronger than towards DMS, suggesting differences in their attractive potential for

foraging whales.

Exposure to krill hydrolysate induced a longer stay in the stimulus area, with groups spending 8 minutes
more in the 300-m zone than during control experiments. Two specific surface behaviours evoking
sensory exploration, including diving under the chemical diffuser and slowing down their navigation,
were expressed more frequently during krill extract trials than controls. These results provide strong
evidence that the animals detected the stimulus and approached its source, probably in search for the
related prey. Attraction towards krill-derived chemicals increases their probability of finding krill
aggregations which are patchily and unpredictably distributed (Brierley et al. 1997, Sims et al. 2008).
After a chemical stimulus has been detected, exploring the area at low speed may enable them to better
perceive other prey-related cues at short distance using vision, mechanoreception and audition (Torres
2017). This corroborates other behavioural studies that have shown that humpback whales, like other
rorquals, swim at a relatively low forward speed during foraging while they only accelerate during

underwater lunges (Goldbogen et al. 2008, Simon et al. 2012). Attractive chemical cues could enable
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them to maintain proximity to the highest densities of their prey (Friedlaender et al. 2006, Hazen et al.
2009), a behaviour which appears crucial to maximize their energy intake during summer months for

this migratory species.

Response to krill extract compared to control trials varied between study areas. While the difference in
the time spend in the stimulus area was the highest in Iceland, no difference was found in Antarctica.
One possible explanation for this contrast may be that the krill density in the western Antarctic Peninsula
is usually hundreds to thousands times higher than in Northern Iceland (62000 vs. 8.8 g per 1000 m™)
(Nowacek et al. 2011, Silva et al. 2017). High levels of krill-derived chemicals in Antarctica may
therefore have hidden the signal created by the experimental stimulus, which represents a relatively
small quantity (representing 20 kg of fresh krill) compared to what is found naturally in the surrounding
waters. In Madagascar, the observed increase in the whales’ exploration time, even if it was less marked
than in Iceland, was not expected because their behavioural and physiological state is primarily oriented
towards breeding at this time of the year. However, this species has been reported to feed at low latitudes
during migration (Stamation 2007) so the detection of prey-related cue may trigger an opportunistic

predation even in area where feeding usually does not occur.

While it has been speculated that baleen whales use DMS as an indicator of prey aggregation (Thewissen
et al. 2011, Hagelin et al. 2012), we did not observe any difference with its control regarding their
exploration of the stimulus area or their surface behaviour. This is probably due to the fact that this
chemical cue is used at a large scale (dozen to hundreds of kilometres) and it may thus be useless for

the whales to reach the exact source of this odour, which may be spread over kilometres (Torres 2017).

Our acoustic analyses were based on an automatic method which detected calls in Madagascar only and
not in the feeding areas. These results confirm the strong difference in the whales’ acoustic activity
between breeding grounds, where they produce a high quantity of songs, and feeding grounds when
much less calls are emitted (Clapham 2009). They also suggest that the whales’ vocalizations were
modified in Madagascar when they were exposed to krill extract or DMS. Modification of humpback
whales’ acoustic activity in their breeding area is known to occur in response to anthropogenic noises

(Miller et al. 2000, Fristrup et al. 2003, Risch et al. 2012). Similarly, detecting a food-related chemical
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in an environment where there is no prey may represent an unusual stimulus for the whales and could
trigger a change in their acoustic activity. Unfortunately, our detector was not able to detect
vocalizations of lower intensity (non-song calls), which are used by the whales for short-range
communication. Adjustments of the acoustic detector are being conducted in order to detect these types

of vocalization and include them in our analyses.

Our experimental design did not allow to determinate whether DMS and krill extract were perceived in
air, in water or both. From far away (hundreds of meters from the diffuser), whales were exposed mostly
to volatile compounds because molecules spread faster in air than in water currents. Whales could have
perceived these molecules through their nasal cavity as mysticetes are well equipped for olfaction (see
Berta et al. (2014) for a review). For example, Thewissen et al (2011) showed that the size of bowhead
whales’ Balaena mysticetus olfactory bulbs compared to their brain was much higher than in most
primates (0.13% vs 0.06 % in apes and even less in humans) and that their OR repertoire had a relatively
low proportion of pseudogenes (49%). Most mammals change their respiratory pattern following an
olfactory stimulus, optimizing odorant sampling by sniffing (Rinberg & Gelperin 2006). The absence
of a significant difference in respiratory rates between stimulus and control trials may reveal that whales,
like birds, lack sniffing-associated behaviours, or that they use subtle air sampling movements that differ
from blows and were not detected from a distance. Whales approaching within dozen of meters from
the diffuser were also exposed in water to soluble compounds. While the three whales captured by the
underwater cameras did not exhibit obvious open-mouth behaviour, groups that swam in the vicinity of
the diffuser must have perceived chemical stimuli in water through taste receptors in their oral cavity.
Data on the mysticetes’ tongue anatomy are still scarce, but fungiform papillae have recently been found
in a neonate grey whale (Eschrichtius robustus) with similar characteristic to the ones involved in taste
perception in terrestrial mammals (Kienle et al. 2015). Also, even if most of the taste receptor genes are
pseudogenized in all cetaceans (Feng et al. 2014), odontocetes are able to react to various taste stimuli
which could also be the case in baleen whales (Friedl et al. 1990, Kuznetzov 1990, Kremers et al. 2016,

Bouchard et al. 2017).
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Taken together, our results strongly suggest that humpback whales, and probably other mysticete
species, rely on chemoreception to localize their food as it has been shown in other marine predators.
They also corroborate the hypothesis that chemical cues, especially airborne molecules that can travel
long distances in the windy marine environment, may be used for navigation in conjunction with other
senses including magnetoreception, audition, vision and somatosensory perception of oceanographic
stimuli (e.g. temperature) (Torres 2017). Moreover, in some mysticetes including the bowhead and grey
whales, the presence of vibrissae around the blowhole probably improves the localization of the odour
source, combining information from wind direction with chemoreception in the nasal cavity (Berta,
Ekdale, Zellmer, et al. 2015, Drake et al. 2015). The perception of environmental volatile signals would
therefore be especially crucial for migratory mysticete species such as humpback whales that travel
thousands of kilometres in the open ocean each year to reach localized feeding or breeding grounds. The
importance of olfactory plumes originating from the migratory corridor for successful navigation has
recently been shown in migratory gulls (Ramirez et al. 2015, Wikelski et al. 2015). Our results also
showed that while birds are often associated with cetaceans at prey aggregations (Evans 1982,
Anderwald et al. 2011), their presence or behaviour did not affected the whales’ response. On the
contrary, seabirds came in higher numbers when whales were breaching, providing further evidence of

their use of cetaceans as visual cues to find feeding areas (Clua & Grosvalet 2001, Sakamoto et al. 2009).

Finally, the present study gives new insights in baleen whales’ foraging ecology and provides
behavioural evidences in favour of their use of chemoreception in both air and water. New experiments
are needed to assess the reaction of other mysticete species, especially krill specialists (e.g. blue whales),
to DMS or krill extract. Our findings also opens new opportunities for further research on their use of
this sense in navigation at larger scales, for example by combining GPS tracking data with particle
dispersal models as it was recently achieved in migratory birds (Wikelski et al. 2015, Safi et al. 2016).
This new knowledge on the mysticete chemosensory abilities could also find practical applications such
as the use of chemical repellents in dangerous zones including areas of high-density maritime traffic or

fishing zones.
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E. SUPPLEMENTARY MATERIALS

Study area Common name Scientific name Number of groups observed
Iceland northern fulmar Fulmarus glacialis 399
Iceland arctic tern Sterna paradisaea 15
Iceland great black-backed gull  Larus marinus 7
Iceland arctic skua Stercorarius parasiticus 3
Iceland black-legged kittiwake Rissa tridactyla 2
Iceland European shag Phalacrocorax aristotelis 1
Antartica southern giant petrel Macronectes giganteus 2
Antartica Wilson's storm petrel Oceanites oceanicus 6
Antartica skua Stercorarius maccormicki 8
Antartica antartic tern Sterna vittata 4
Antartica  kelp gull Larus dominicanus 3
Antartica  Antartic shag Leucocarbo bransfieldensis 1
Madagascar lesser noddy Anous tenuirostris 15
Madagascar common tern Sterna hirundo 5

Supplementary material S1. Bird groups observed during behavioural response experiments

implemented in humpback whales’ breeding (Madagascar) and feeding grounds (Iceland and Antarctica)
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Supplementary material S2. Birds’ presence and activity during exposure to food-related chemical

cues. Using a generalized linear model with a negative binomial link, we found no difference in the bird

count according to the type of chemical stimulation (a) or the number of whale individuals in the

stimulus area. However, the study area (¢) and the whales’ surface activity (d) did have a significant

effect on this response variable. Using two-sided Fisher’s exact test, no difference was found in the

occurrence of specific flight behaviour in birds during experiment K (e) and D (f).

**p<0.01
*k% p < 0.001
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CHAPITRE 2 : DESCRIPTION DES BASES ANATOMIQUES ET CHIMIQUES

POTENTIELLES DE LA CHEMORECEPTION CHEZ LES CETACES

Aprées avoir objectivé I’existence de réponses comportementales aux stimuli chimiques aussi bien chez
les odontocetes que les mysticétes (Chapitre 1), j’ai souhaité initier 1’étude des bases anatomiques et
chimiques de la chémoréception. Tout d’abord, il paraissait pertinent d’investiguer la présence de
récepteurs chimiques dans les voies ariennes supérieures et la cavité orale des cétacés, car les études
anatomiques menées jusqu’a présent avaient conclu a une forte régression voire une disparition des
structures chémoréceptrices. Etant donné les modifications que ces régions ont subies au cours de
I’évolution des cétacés, nous avons opté pour une analyse microscopique des muqueuses orales et
nasales par immunohistochimie, une technique permettant de marquer spécifiquement les récepteurs
chimiques impliqués dans I’olfaction et la gustation. Les échantillons ont été collectés par mes collegues
et moi-méme sur des cétacés échoués en Méditerranée, ou obtenus dans le cadre du Réseau National
Echouage (RNE) qui gére les nécropsies des animaux échoués a 1’échelle nationale. En collaboration
avec Thomas Lisney, post-doctorant dans notre équipe, j’ai analysé les tissus issus de quatre espéces
différentes d’odontocétes et ainsi révélé la présence de structures susceptibles d’étre impliquées dans la
chémoréception dans les cavités orales et nasales (Manuscrit 4). Au cours de cette thése, nous n’avons
pas eu 'occasion de collecter d’échantillons suffisamment frais sur des mysticetes pour réaliser une
¢tude anatomique comparée des deux sous-groupes de cétacés. En revanche, nous avons récemment
¢tabli une collaboration dans ce but avec Joy Reidenberg, spécialiste de l’anatomie des voies
respiratoires des gros cétacés a la Faculté de Médecine du Mount Sinai (New York, USA), qui nous
permettra de bénéficier de ses compétences et de ses échantillons. Enfin, j’ai également contribué a
I’étude des composés chimiques sécrétés par les cétacés et qui pourraient jouer un role dans une
potentielle communication chimique interindividuelle. J’ai donc participé a mise en place d’une étude
visant a analyser les composés volatiles présents dans les excrétas (urine et féces) d’une espéce

d’odontoceétes, le marsouin commun. L’¢établissement d’une collaboration étroite avec le département
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de pathologie vétérinaire de I’Université d’Utrecht (Pays-Bas), m’a permis d’obtenir une trentaine
d’échantillons d’animaux fraichement échoués sur les cotes hollandaises en 2016. Grace au travail
d’analyse par chromatographie gazeuse et spectrométrie de masse (GC-MS) de Marianne Gabirot, post-
doctorante dans notre équipe, nous avons pu décrire la diversité des composés excrétés et initi¢ des
comparaisons de profils chimiques en fonction du sexe, de 1’dge et de 1’état de santé des individus
(Manuscrit 5). L’identification de tous les composés est en cours d’achévement, et ces premiers
résultats seront prochainement complétés par 1’inclusion de nouveaux échantillons collectés en 2017,
permettant notamment une analyse plus fine des différences liées a la maturité sexuelle. Enfin, une
analyse de la fraction soluble de ces échantillons par chromatographie liquide est prévue a terme, de
fagon a dresser un apercu exhaustif de la diversité chimique des sécrétions urinaires et fécales, et de

révéler éventuellement la présence de phéromones.
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MANUSCRIT 4 : Identification de structures chimio-sensorielles dans la cavité

orale et les voies aériennes supérieures de cétacés odontocétes.

Résumé francais de I’étude :

La chémoréception (olfaction, gustation et sensibilité trigéminale) joue un réle crucial dans 1’écologie
de la plupart des prédateurs marins comme les poissons, les tortues et les oiseaux marins. L utilisation
de cette modalité sensorielle chez les cétacés a cependant été peu étudiée et reste aujourd’hui
controversée. Quelques expériences comportementales suggerent que les odontocetes pourraient
percevoir des stimuli chimiques dans 1’air et dans I’eau, ce qui contraste avec les études anatomiques
qui révelent au contraire qu’ils sont peu équipés pour la chémoréception. Par exemple, le nombre de
bourgeons du goiit dans la cavité orale semble réduit et leur systéme olfactif a considérablement régressé
au cours de I’évolution. Dans cette ¢tude, nous avons utilisé des techniques d’histologie et
d’immunohistochimie pour une exploration approfondie des potentielles structures chémoréceptrices.
Nous avons ainsi recherché la présence de récepteurs chimiques (récepteur olfactifs et bourgeons du
gott) dans la cavité orale et les voies aériennes supérieures de quatre especes d’odontocétes présentant
des habitats et des écologies alimentaires différents : le dauphin bleu et blanc (Stenella coeruleoabla),
le grand dauphin (Tursiops truncatus), le marsouin commun (Phocoena phocoena) et le globicéphale
noir (Globicephala melas). Les colorations histologiques montrent que leur muqueuse orale présente
globalement les mémes caractéristiques que celle des mammifeéres terrestres. De plus, des bourgeons du
golt ont été identifiés a la base de la langue chez un dauphin bleu et blanc adulte. Les voies aériennes
supérieures présentent un épithélium pseudostratifié conventionnel, sauf les sacs aériens dont la
structure pluristratifiée rappelle sa probable origine épidermique. L’analyse immunohistochimique
révele une co-localisation de différents anticorps ciblant des chémorécepteurs avec le marqueur neuronal
(MAP2), suggérant la présence de structures chimio-sensorielles. Plus précisément, le passage nasal et
les sacs aériens présentent un co-marquage du récepteur olfactif de type 2 (OR2) et MAP2 chez le
dauphin bleu et blanc (les analyses sont en cours chez les autres espéces). Chez la méme espéce, on
observe la co-localisation d’un marqueur des voies gustatives (5-HT) avec MAP2 dans la langue, mais
aussi dans le palais, comme chez le marsouin commun. De fagon surprenante, un co-marquage entre
OR2 et MAP2 a ¢té observé a la base de la langue, ce qui pourrait étre en relation avec la capacité des
cétacés a percevoir des composés odorants via la cavité orale (hypothése de quasi-olfaction). Bien que
plusieurs tissus restent encore a analyser, notre étude apporte un éclairage nouveau sur 1’organisation
des muqueuses orale et nasale chez les odontocétes. En effet, en rupture avec ’idée communément
admise de I’inexistence des sens chimiques chez ces animaux, nos résultats suggerent la présence de

structures atypiques impliquées dans 1’olfaction et la gustation.
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A. ABSTRACT

Chemosenses (olfaction, gustation and trigeminal perception) play a crucial role in the ecology of most
marine predators including fishes, turtles and seabirds. The use of this sensory system by cetaceans
however still remains unclear. While behavioural experiments have suggested that toothed whales
(odontocetes) could perceive chemical cues in both air and water, previous anatomical studies have
shown that they are little equipped for chemoreception: not only do they exhibit a low number of taste
buds in their oral cavity, but the olfactory tract appears to be absent. In this study, we used a histological
and immunohistochemical approach to shed new light on their potential chemosensory structure. These
techniques allowed us to investigate the presence of chemoreceptors in the upper airways and oral cavity
of four odontocete cetacean species with distinct ecologies including the striped (Stenella coeruleoabla)
and bottlenose (Tursiops truncatus) dolphins, the harbour porpoise (Phocoena phocoena) and the pilot
whale (Globicephala melas). Histological stainings showed that their oral mucosae is similar to
terrestrial mammals and taste buds were found in the tongue root of a striped dolphin. The upper airways
exhibit a typical pseudostratified epithelium, except in the airsacs were a pluristratified epithelium
appears to confirm its epidermal embryological origin. Immunohistochemical labelling revealed
colocalisations between antibodies targeting different chemoreceptive structures and a neuronal marker
(MAP2), suggesting sensory pathways in various anatomical regions. The nasal passage and the airsacs
both showed a colabelling of the olfactory receptor 2 (OR2) and MAP2 in the striped dolphin (analyses
of samples from the other species are still being processed). In this animal, a specific marker of gustatory
structures (5-HT) colocalized with MAP2 in the tongue root as well as in the palate, which was also the
case in a juvenile harbour porpoise. Surprisingly in both species, a positive labelling of OR2 and MAP2
was also found in the tongue root, suggesting that odorant perception could occur in this part of the oral
cavity. These results have to be completed by the analysis of all tissues collected in the four odontocete
species. Also, other proteins involved in chemical signals transmission (e.g. Olfacotry Marker Protein,
OMP) should be labeled in order to confirm that these putative chemosensory pathways are functional.
If this is confirmed, this would reveal that odontocetes have retained a functional chemoreception partly
through the development of unconventional sensory structures during their unique evolution towards an

aquatic life.
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B. INTRODUCTION
Chemoreception is the most ancient sense and is found in living organisms from bacteria to mammals
(Wicher 2012). It plays a crucial role for survival and reproduction, allowing organisms to perceive
biotic and abiotic chemical information in their environments, as well as to communicate with
congeners. In mammals, olfaction (smell) and gustation (taste) are the two main chemosensory systems,
even though other neural pathways, such as the trigeminal or terminal nerves, provide complementary
information (Lundstrom et al., 2011; Oeschlager et al., 1987). In terrestrial mammals, the main olfactory
system binds airborne molecules in the upper respiratory tract during respiration through free nerve
endings embedded in a mucus, and projecting to the olfactory bulb in the brain. In some mammalian
groups such as rodents and ungulates, an accessory olfactory system also detects chemicals through the
vomeronasal organ located between the oral and nasal cavities (Mombaerts 2004). The perception of
gustatory stimuli involves three different neural pathways: taste receptor cells, organized in taste buds,
make synapses with primary sensory axons that run through the (1) facial nerve (cranial nerve VII), (2)
glossopharyngeal nerve (cranial nerve IX), or (3) vagus nerve (cranial nerve X), depending on whether

they are located in the tongue, palate or epiglottis and esophagus, respectively (Simon et al. 2006).

In the two extant orders of cetaceans (Odontoceti, the toothed whales, and Mysticeti, the baleen whales),
dramatic anatomical changes of the nasal and oral cavities have occurred during their evolutionary
adaptation from a terrestrial and herbivorous lifestyle to a complete aquatic lifestyle and a carnivorous
diet. For example, their nostrils have migrated to the top of their skull, forming the blowhole, and their
dentition has evolved to homodonty and polydonty (odontocetes) or even to a complete loss of teeth
with the development of filtering baleen plates (mysticetes) (Armfield et al., 2013; Berta et al., 2014).
The evolution of sound production mechanisms has also resulted in significant modifications of the
nasal region in odontocetes as well as the laryngeal region in mysticetes (Cazau et al. 2016; Houser et
al., 2004; Marriott et al., 2013). All these changes had major implications with regard to cetacean
sensory neuroanatomy including an apparent reduction of chemoreceptive structures, especially in
odontocetes. First, the olfactory mucosa, nerves and bulbs are reported to be absent in odontocetes

(Jacobs et al., 1971; Oelschlager & Buhl, 2008). Regarding gustation, some species exhibit a small
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number of taste buds located in pits at the root of the tongue, which seem to degenerate in adults
(Komatsu & Yamasaki, 1980; Kuznetzov, 1990; Shindo et al., 2008; Yoshimura et al., 2008). Genetic
studies seem to corroborate these findings, as most of their olfactory and taste receptor genes appear

pseudogenized and thus non-functional (Feng et al., 2014; Kishida et al., 2015).

Interestingly, despite this overall reduction in their chemosensory organs, a few studies and observations
have shown that odontocetes do react behaviourally and physiologically to chemical stimuli in air and
water. Indeed, it has been reported that bottlenose dolphins can perceive a fish odour (Kremers et al.
2016) as well as dimethyl sulfide (DMS) (Bouchard et al., in prep), a chemical produced in highly
productive zone and used by other marine predators to find their foraging grounds (Dacey & Wakeham
1986). It has also been shown that they can detect the four basic tastes (sweet, salty, sour and bitter) and
that they can be attracted by the taste of their prey (Bouchard et al., 2017; Friedl et al., 1990; Kremers
et al., 2016). A multidisciplinary study has also demonstrated that the narwhal’s tusk is sensitive to
chemical stimuli and could be involved in the perception of environmental and social/reproductive
information (Nweeia et al. 2014). Moreover, Kusnetsov (1990) measured autonomous reactions
(increased heart and respiratory rates) in captive odontocetes when he irrigated their mouth with organic
compounds such as trimethylamine, valeric acid and camphor. Because these chemicals are usually
perceived by terrestrial mammals using olfaction, the author called this atypical chemical sense “quasi-
olfaction”. It is thus likely that odontocetes are not completely lacking chemosensory abilities, but that
they might rely on neuroanatomical structures that differ from those classically described in their most
studied terrestrial relatives. However, these pathways, as well as the associated chemoreceptors, have

yet to be located.

In order to better understand the anatomical substrates involved in this aspect of the ondontocetes’
sensory ecology, we investigated the presence of potential chemoreceptive structures in tissue collected
from their nasal and oral cavities using histological and immunohistochemical (IHC) techniques.
Because an animal’s chemosensory abilities strongly depend on its environment and foraging behaviour,
we collected samples from four species with different habitats or ecologies: the long-finned pilot whale

(thereafter pilot whale) which almost exclusively preys on cephalopods at great depths, the striped
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dolphin which feed mostly on pelagic or benthopelagic fishes, the harbour porpoise that inhabit coastal
waters, and the bottlenose dolphin, which exhibit a very plastic feeding behaviour (Cafiadas et al., 2005;
Marubini et al., 2009). We thus expected that this comparative study would highlight common patterns

in the odontocetes’ chemosensory structures as well as inter-specific variations in their neuroanatomy.
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C. MATERIAL AND METHODS

1) Samples collection
Samples were opportunistically collected between 2012 and 2016 from freshly stranded cetaceans
belonging to four different odontocete species: pilot whale (Globicephala melas), striped dolphin
(Stenella coeruleoalba), harbor porpoise (Phoceana phoceana) and bottlenose dolphin (Tursiops
truncatus) (Fig. 1). In total, samples from two adult pilot whales, one adult striped dolphin, one juvenile
harbour porpoise and one juvenile bottlenose dolphin were used. (Table 1). Only carcasses with a
decomposition state of 1/5 (considered very fresh, less than 48 h post-mortem (Van Canneyt et al. 2015))
were included and brought directly to a veterinary necropsy room for sample collection. For strandings
occurring in France, specimen collection was made in partnership with the National Stranding Network
(“Réseau National Echouage”, RNE) coordinated by the PELAGIS observatory at the University of La
Rochelle. It also involved the GECEM (Study Group of Mediterranean Cetaceans) on the Mediterranean
coast (for bottlenose and striped dolphin) as well as the Faculty of Veterinary Medicine, University of
Liege, Belgium, on the Atlantic coast (for pilot whales). Tissues were collected from a variety of

different candidate structures from the oral and nasal/respiratory pathways (Fig. 2).

2) Sample preparation
After dissection, samples were preserved and stored in buffered 4% paraformaldehyde (PFA) at room
temperature for at least 2 months. Then samples were embedded in paraffin and sectioned using the
facilities at the “Réseau d’Histologie Expérimentale de Montpellier” (RHEM), located at the “Institut
de Recherche en Cancérologie de Montpellier” (IRCM). The samples were sectioned on a semi-
automatic rotary microtome (model HM 340-E with “Niagara” STS system, Microm Microtech,
Brignais, France) at a thickness of 3 pm. Sections were mounted on either Superfrost (histological

staining) or Superfrost plus (IHC) slides (Fisher Scientific, Illkirch, France).
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Figure 1. Pictures of the stranded individuals, belonging to four different odontocete species,
that were sampled in order to investigate potential chemoreceptive structures in the oral and
nasal/respiratory pathways. (A) Striped dolphin (Stenella coeruleoalba), (B) Harbour porpoise
(Phocoena phocoena), (C) Pilot whale (Globicephala melas), and (D) Bottlenose dolphin
(Tursiops truncatus). Image credits: (A,B,D) Behavioural Ecology Group / CEFE-CNRS; (C)
taken from Metro News (http://metro.co.uk/2015/11/02/family-of-ten-whales-found-stranded-
on-beach-in-calais-5476042/)

Species Animal ID Sex Age class Stranding place and date
Pilot whale G3, G6 Males adults Calais, France, Nov 2015
Striped dolphin SC1 Male adult Beauduc, France, May 2013
Harbour porpoise PP1 Female Juvenile Atlantic coast of France, Dec 2012
Bottlenose dolphin TT1 Male Juvenile Arles, France, July 2016

Table 1. Details age and sex classes of the individuals included in the present investigation, as well as

the place and date of their stranding.
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3)  Histological analyses
Representative slides for each block were stained with sematoxylin eosin saffron (HES) and cresyl violet
(CV). The HES staining was performed using automated slide stainer (model HMS 740, Microm
Microtech, Brignais, France) at the RHEM. The CV staining was performed manually. Sections were
deparaffinized in toluene, rehydrated through a descending series of ethanols to distilled water, stained
with CV (Diapath, Martinengo, Italy), and dehydrated through an ascending series of ethanol to xylene.

Slides were coverslipped with Mountex mounting-medium.

Alr sacs
Upper airways

Nasal passage

Palate

— Oral cavit
Tongue y

Back of tongue

Figure 2. Schematic view of the nasal/respiratory (upper airways) and oral structures collected for

histological and THC analyses in the four studied odontocete species.
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4)  Immunohistochemical (IHC) analyses
We used IHC techniques in order to specifically label potential olfactory and gustatory structures and
receptors in the collected samples. First, a detailed and extensive literature review of the available
research into mammalian olfactory and taste receptor gene expression and functionality has been
conducted, and a number of specific antibodies against olfactory and taste receptors (which we
considered highly likely to be present and functional in cetaceans) have been identified (Table 2). We
first run preliminary studies using several antibodies from different mammal species in order to identify
which provided the best results on the collected tissues. This process allowed us to select cow antibodies,
a result which was expected as artiodactyls like cattle are relatively closely related to cetaceans. Based
on an established protocol (Givalois et al. 2004, Brureau et al. 2013), all these antibodies were used in
triple-labelling experiments in conjunction with an antibody against microtubule associated protein 2
(MAP-2, 1/100, Millipore, France), which is expressed in neurons and is widely used as a neuronal
marker, and with 4',6-diamidino-2- phenylindole (DAPI, 1 mg/ml, Molecular Probes, The Netherlands),
which labels cell nuclei. In order to unmask antigenic sites, slides were first washed in phosphate buffer
saline (PBS, 3 x 10 min) and subsequently immersed in a demasking solution (1%, Vector antigen
unmasking solution, Vector Lab., USA) at 75°C for 25 min before being washed under cool water. They
were then rinsed in PBS (3 x 5 min) before nonspecific antibody binding was blocked by treatment with
normal goat serum (3%, Vector Lab.) diluted in phosphate buffered saline (PBS) and 0.3% Triton X-
100 (Sigma-Aldrich, France) at room temperature for one hour. Diluted primary antibodies (250 pl)
were applied directly onto sections and slides were incubated in a humid chamber at room temperature
overnight. Sections were then rinsed in PBS (3 x 10 min) before to be incubated 2 hours in humid
chamber and at room temperature with 300 ul of appropriate fluorescent secondary antibodies (Cy3 anti-
IgG, 1/1000, Jackson ImmunoResearch Lab. and Alexa Fluor 488 anti-IgG, 1/1000, Molecular Probes).
Sections were then rinsed (3 x 10 min in PBS) and the nuclei of sections were counterstained with DAPI
(1/1000) at room temperature for 5 min. They were finally washed using PBS (3 x 10 min.), sealed with
a coverslip using Fluorosave reagent (Calbiochem, France) and stored in the dark at 4°C.
Immunostaining specificity was determined by incubating control sections with the secondary antiserum

alone.
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Primary antibody

Cell type Rationale for use
yp / marker name
Anti-olfactory marker | Antibody to olfactory marker protein (OMP), which is expressed in
protein (OMP) mature olfactory receptor neurons in vertebrates (Margolis 1972).
Olfactor
receptorZ Anti-OR2 Antibodies to three olfactory receptor (OR) proteins that are expressed
Anti-OR10 and presumed to be functional in odontocetes (McGowen et al. 2008,
Anti-OR13 Hayden et al. 2010).
Antibody to keratin 19 proteins that are expressed in all mature
Anti-keratin 19 mammalian taste cells (Wong et al. 1994, Zhang et al. 1995, Hendricks
et al. 2004)
Antibody to NTPDase2. Ecto-ATPase (NTPDase2 in mammals), label
. tastes bud cells in many different vertebrates, including lampreys,
Anti-ENTPD2 sharks, bony fishes, amphibians, and mammals (Bartel et al. 2006,
Taste ..
Kirino et al. 2013).
receptors
Antibody to TRPMS5, a common TRP ion channel protein found in
Anti-TRPMS mammalian sweet, bitter and umami taste cells (Zhang et al. 2003,
Ishimaru et al. 2006).
. A neurotransmitter used by some mammalian taste receptor cells (Kim
Serotonin (5-HT) | ¢ Roper 1995, Ren et al. 1999).
Antibody to B-Tubulin III, a structural protein that is a major part of
microtubules within the cytoskeleton and is expressed primarily in
Anti-B-Tubulin TII neurons. This antibody is widely used as a marker to distinguish neurons
from other cell types (https://www.stemcell.com/anti-beta-tubulin-iii-
antibody-clone-aal0.html).
Antibody to microtubule associated protein 2 (MAP2), which is
) expressed in neurons. This antibody is widely used as a marker to
N Anti-MAP2 distinguish neurons from other cell types.
eurons

(http://www.labome.com/method/Neuronal-Cell-Markers.html).

Anti-synaptophysin

Antibody to synaptophysin, which is a protein expressed in the
presynaptic vesicles of the synapses of neurons (Wiedenmann & Franke
1985).

‘Neurotrace’

A fluorescent Nissl stain that is selective for the Nissl substance
characteristic of neurons and provides more sensitivity than traditional
histological dyes like toluidine blue or cresyl violet.
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/N21482)

Table 2. List of antibodies against olfactory and taste receptors, as well as neuronal markers,

currently being used to investigate the potential presence of olfactory and taste receptor cells in

odontocetes.
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5)  Microscopy and image analysis
Sections stained with HES and CV were viewed with a Leica DM 2500 compound light microscope.
Images were acquired using a Leica DFC 495 digital camera and Leica Application Suite 4.0.0 image
acquisition software (Leica Microsystems, Nanterre, France). The sections processed for fluorescence
IHC were viewed with a Leica DMR compound light microscope equipped with the appropriate
fluorescence filter cubes (L5 FITC (green), N3 Rhodamine (red) and A4 UV (blue)), attached to a solid
state light source (Sola Light Engine, Lumencor, Beaverton, OR, USA). Images were acquired and

treated using a Leica DFC 365 FX digital camera and Leica Application Suite.

6) Ethical statement
This study was approved by the French national ethical committee (“Comité Consultatif National

d'Ethique”, permit # APAFIS#2016051717525952, obtained on 10/05/2016).
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D. RESULTS

1)  Histological analyses

e  Oral cavity

The CV and HES staining revealed that the structures of the tongue and palate in the 4 odontocete species
are similar. Their mucosa is covered by a stratified epithelium about 200 - 400 um thick (Fig. 3),
consisting of many layers of epidermal cells lying on top of a laminal propria (underlying connective
tissue) containing blood vessels, collagen and muscle fibers. The lamina propria showed prominent

dermal papillae, which inter-digitated with the overlying epithelium.

In the juvenile harbour porpoise, the caudal part of the tongue also exhibited fungiform papillae (Fig.
4A) and taste bud-like structures were located at the base of these papillae (Fig. 4B). In all species, the
epithelium was thinner caudally near the tongue root. In this region, a range of pores and glands were

found in which the epithelium was even thinner, with a thickness of about 30-50 pm (Fig. 5A and 5B).

In the oral cavity, we did not observe macroscopically any naso-palatine duct suggesting the presence

of a vomeronasal (Jackobson’s) organ.

e Nasal cavity

The epithelium in the air sacs was also stratified, with a thickness of about 100 - 250 um, and its
histological appearance was found to be similar in the four odontocete species (Fig. 3). In the nasal
passage, the mucosa had a different structure, with a pseudostratified columnar epithelium exhibiting

various pores and mucous glands (Fig. SC and 5D).
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Figure 3. Examples of the anatomical structure the nasal air sacs’ epithelium (A, B, C), palate (D, E, F) and tongue (G, H, I) in three odontocete
species: the pilot whale (A, D, G), the striped dolphin (B, E, H), and the harbour porpoise (C, F, I). The histological staining used is hematoxylin-
eosin-saffron. Scale bars = 500 um.
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2)  Immunohistochemical analyses
Preliminary data from immunohistochemical analyses of fully processed samples (Fig. 6) indicate
positive immunoreactivity for specific olfactory and gustatory markers, in various structures located in

both the nasal/respiratory pathways and the oral cavity of several odontocete species.

e Nasal cavity

Positive immunostaining for OR2 was observed in fiber-like structures at the outer edge of the air sacs’
epithelium in pilot whale (Fig. 7H), striped dolphin and harbour porpoise, where it always appeared to
be scarcely and weakly co-localized with the neuronal marker (MAP2). In the striped dolphin, positive
immunoreactivity for OR2 (Fig. 7D) and OR13 (Fig. 7E), both clearly associated with MAP2 labeling,
was observed in the external layer of the nasal passage epithelium. In this species, the specific antibody

addressed against OR13 also labelled the air sac tissue.

e  Oral cavity

Immunostaining obtained using the antibody against 5-HT, a neurotransmitter used by some mammalian
taste receptor cells, is associated with neuronal elements (MAP2 positive) in all anatomical regions of
the oral cavity (tongue, back of tongue and palate) in the stripped dolphin (Fig. 7G). Positive
immunoreactivity of this gustatory marker was also found to be strongly associated with MAP2 labelling

in the tongue tissue of the harbour porpoise (Fig. 7C).

Interestingly, a co-localisation between different olfactory markers and the neuronal marker MAP2 was
identified in several structures of the oral cavity. More precisely, in the pilot whale we observed a
positive labelling for OR10 in the epithelium of the palate (Fig. 7I). The same anatomical region was
also weakly labelled with OR2 antibodies in the harbor porpoise (Fig. 7B). Finally, OR2 immuno-
reactivity revealed the presence of this olfactory receptor on MAP2 labelled element in the back of the

tongue of two species: the harbour porpoise (Fig. 7A) and the striped dolphin (Fig. 7F).

Negative controls did not exhibit any specific immunostaining in regions that had positive signals with

specific antibodies used in the study.
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Figure 4. Sections of the tongue of a juvenile harbor porpoise. Fungiform papillae was found in the
caudal part (A), with taste bud-like structures at their base (B). Sections were stained with

hematoxylin-eosin-saffron.

Figure 5. Sections of cetaceans’ tissues collected from their upper respiratory tract and oral cavities.
Pores were found at the root of the tongue of the harbour porpoise (A) and bottlenose dolphin (B) as
well as in the nasal passage of the bottlenose (C) and striped dolphins (D). Sections were stained with

cresyl violet. Scale bar =200 pm (C, B) 100 um (D) and 500 um (A).
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Figure 6. Results from immunohistochemical staining in the upper airways and oral cavity of four odontocete species.

Olfactory markers Gustatory markers
OR2 + MAP2 | OR13 + MAP2 | OR10-+MAP2 OMP + MAP2 SHT + MAP2 CK19 + MAP2
Harbor porpoise AR Nasal Passage
A Tongue
~ Oral Cavity Backof Tongue
Palate
. Uoper Aieways Air Sac Complex
Bottlenose Dolphin . Nasal Passage
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é‘ Oral Cavity Backof Tongue
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Stripped Dolphin = Nasal Passage
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Pilot whale Upper Airways Nasal Passage
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* Oral Cavity Backof Tongue
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‘Samples Collected Processed and To be analyzed
Samples Collected and To be processed and analyzed
Samples To be collected on other stranded animals

The stages of analysis completion for each tissue and species are shown in different colours (see legend at the bottom left).

For the samples that have already been analyzed, positive immunostaining (colocalization of the neuronal and olfactory markers) is indicated by a “+” with for some
of them a reference to a representative slide on Figure 7, while negative immunostaining (absence of staining or absence of colocalization) is indicated by a
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Figure 7. Representative images of positive immunostaining as indicated in Figure 6. A. Harbour porpoise’s back of tongue tissue, labeled
with an antibody against OR2 (green). B. Harbour porpoise’s palate tissue, labeled with an antibody against OR2 (green). C. Harbour
porpoise’s tongue tissue, labeled with an antibody against 5-HT (green). D. Striped dolphin’s nasal passage tissue, labeled with an
antibody against OR2 (green). E. Striped dolphin’s nasal passage tissue, labeled with an antibody against OR13 (green). F.Striped
dolphin’s back of tongue tissue, labeled with an antibody against OR2 (green). G. Striped dolphin’s palate tissue, labeled with an antibody
against 5-HT (green). H. Pilot whale’s air sac tissue labeled with an antibody against OR2 (green). I. Pilot whale’s palate tissue, labeled
with an antibody against OR10 (green). In all images MAP2 (a neuronal marker) labeling appears in red and DAPI (a cell nuclei marker)
appears in blue. Areas in yellow show co-localization between the olfactory markers and MAP2.
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E. CONCLUSIONS
In the four odontocete species included in the study, histological and immunohistological investigations
revealed several structures potentially involved in chemical perception in both the oral cavity and the

upper airways.

In oral cavity, the histological structure of the tongue was similar to what was found in other studies in
odontocetes. For example, the thick stratified epithelium observed in the cranial part progressively
becomes thinner in the caudal region (Ferrando et al. 2010). At the tongue root, various pits were found
surrounded by a thin epithelium only 30 - 50 um thick. Such histological features were already reported
in the striped dolphin (Komatsu & Yamasaki 1980). The presence of taste bud-like structures in the
juvenile harbour porpoise corroborates other studies in juvenile odontocetes including the bottlenose
dolphin, striped dolphin, Stejneger's beaked whale and possibly sperm whale (Komatsu & Yamasaki
1980, Kuznetzov 1990, Werth 2004, Shindo et al. 2008). It has thus been hypothesized that taste buds
are present in neonates but progressively degenerate in adults (Komatsu & Yamasaki 1980, Kuznetzov
1990). This is corroborated by taste preference experiments in captive bottlenose showing that juveniles
exhibit a higher taste reactivity (Bouchard et al. 2017). However, it is possible that taste buds may have
been missed during anatomical exploration of cetaceans, due to the low number of these structures and
the fact that they could degrade shortly after death (Pfeiffer et al. 2001). Indeed, taste buds have also
been reported in adult harbour porpoise, bottlenose dolphin and Pacific white-sided dolphin (Behrmann
1988, Yoshimura & Kobayashi 1997), and gustation was found to be functional in adult bottlenose
dolphins (Friedl et al. 1990, Kuznetzov 1990, Kremers et al. 2016). It is likely that these structures also
exist in mysticetes as the tongue root of a neonate grey whale showed features very similar to

odontocetes, including fungiform papillae (Kienle et al. 2015).

In the nasal cavity, the epithelium of the air sacs found in the four species included in this study was
pluristratified. This finding is compatible with the hypothesis that these structures have an epidermal
origin. This was already suggested by several authors based on the fact that air sacs are partly pigmented
in black, which appear useless as they are not exposed to sunlight, and could have evolved from an

invagination of the skin above the nares (Cranford et al. 1996, Reidenberg & Laitman 2008). The
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structure of the nasal passage was however very different, exhibiting a pseudostratified columnar non-
ciliated epithelium with various pores and glands. To our knowledge, this is the first histological
description of this part of the upper respiratory tract, which may be due to the time and logistics needed
to explore this deep bony area, especially in large species. In the two species in which the nasal passage
was sampled (bottlenose and striped dolphins), it exhibited a similar epithelium as other parts of the
airways such as the trachea and larynx which were already described in the bottlenose dolphin (Smith
et al. 1999, Cozzi et al. 2016). However, the presence of small pits with pores in some sections seems
unique to this part of the respiratory tract. While typical mammalian olfactory cells with hair-like cilia
were not found histologically, the overall structure was similar to nasal mucosa found in terrestrial

mammals (Morrison & Costanzo 1992).

Immunohistochemical results presented here are only partial and will be complemented by ongoing
analyzes (see Fig. 6 for analysis progression). However, these preliminary data suggest the presence of
specific olfactory and gustatory markers in several tissues of odontocetes. These tissues were collected
from anatomical structures localized in the airways and in the oral cavity that are classically associated

with chemoreception in others mammals.

OR antibodies used in the immunohistochemical studies were selected because they label olfactory
receptors (OR2, OR10, OR13) that were shown to be conserved (non-pseudogenized) in cetaceans
(Kishida, Thewissen, Hayakawa, et al. 2015) and thus potentially functional. Here, it appear that these
ORs are actually expressed in several tissues associated with neurons, which could be involved in the
transmission of the sensory signal to the central nervous system. Such observations were made on
several individuals from different species, sex and age class, and therefore suggest general traits rather

than anecdotal evidences.

Data processing must be completed for all the selected antibodies in the tissues collected from the four
odontocete species included in order to allow meaningful and exhaustive comparative analyzes.
Nevertheless, the labelling with OR2, fully processed for the harbor porpoise, the striped dolphin and
the pilot whale, shows subtle interspecific differences in the density and anatomical localization of

immunostaining. The harbor porpoise and the striped dolphin display OR2-positive immunoreactivity
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in both the oral and nasal cavities, whereas pilot whale only exhibit OR2 labelling in the air sac complex.
In pilot whales, these OR2 olfactory receptors might be involved in the perception of volatile chemicals
such as DMS, as suggested from behavioural experiments in the Western Mediterranean Sea (Bouchard
et al. 2017b, submitted). The presence of olfactory receptor labelling (OR2 and OR13) in the oral cavity
in all species is consistent with the “quasi-olfaction hypothesis” proposed by Kusnetzov (1990)
explaining the perception of substances considered as odorants when perfused in the oral cavity of
dolphins. These results should however be confirmed by further immunostaining, in particular using
anti-OMP (Olfactory Marker Protein), a protein expressed specifically in mature olfactory receptor

neurons in vertebrates (Kaupp 2010).

Using 5-HT labelling, we identified potential areas with taste receptors cells, at least in the harbor
porpoise and the stripped dolphin. The presence of taste receptor cells both in a juvenile (harbour
porpoise) and an adult (striped dolphin) specimen do not corroborate previous studies suggesting taste
buds degeneration in adults (Komatsu & Yamasaki, 1980; Kuznetzov, 1990; Shindo et al., 2008;
Yoshimura et al., 2008). These results must be confirmed by further analyses using other gustatory
marker, for example anti-K19 antibodies which bind the keratine 19 protein expressed in all mature

mammalian taste cells (Wong et al., 1994; Zhang et al., 1995; Hendricks et al., 2004).

These preliminary results not only corroborate previous histological studies in odontocete cetaceans but
provide new comparative data on the organization of the upper airways including the nasal passage and
the air sac complex. Furthermore, the immunohistochemical analysis using anti-bovine antibodies
appears a promising technique to explore the molecular bases of chemoreception in the oral cavity and

upper airways of these animals.
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MANUSCRIT 5 : Exploration par GC-MS des composés présents dans les
excrétas de marsouins communs morts échoués. Une solution pour déterminer la

présence de phéromones chez les cétacés ?

PREAMBULE

Disposer de capacités chimio-sensorielles fonctionnelles permet la détection de molécules informatives,
que ce soient des signaux chimiques (produits par des congénéres) ou des indices chimiques (issus des
autres especes ou de I’environnement abiotique). Dans les parties précédentes, nous avons décrit de
potentielles structures chémoréceptrices dans la cavité orale et les voies aériennes supérieures des
odontoceétes, et montré que ces animaux réagissent a des indices chimiques liés a I’alimentation dans
leur environnement (extraits de proies, DMS). Mais existe-t-il une communication chimique intra-
spécifique chez les cétacés? En d’autres termes, émettent-ils des signaux chimiques susceptibles d’étre
percus et d’influencer le comportement ou la physiologie de leurs congéneres ? L’existence d une telle
communication chimique est connue chez d’autres mammiféres marins comme les pinnipédes tant au
niveau comportemental (Insley et al. 2003, Pitcher et al. 2011) que par la présence de signatures
chimiques (Stoffel et al. 2015) et fortement suggérée chez les siréniens (Bills 2011, Bills et al. 2013),

mais sur ce point, les cétacés demeurent encore mystérieux.

La communication chimique intra-spécifique peut impliquer deux types de signaux, ou molécules
sémiochimiques. D’une part, un signal de type phéromone, basé sur un composé unique ou un mélange
de quelques molécules seulement. D’autre part, un signal de type « signature chimique » qui repose sur
un assortiment complexe de molécules chimiques impliqué dans la reconnaissance individuelle (telle

que la reconnaissance d’individus apparentés) (Fig. 1).
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Figure 1. Définitions des différentes molécules impliquées dans les interactions entre les individus,

basée sur le schéma de (Wyatt 2014).

Chez les mammiferes, peu de molécules sémiochimiques ont été identifiées, par rapport aux insectes ou
aux plantes (Apps 2013). La plupart des phéromones connues sont celles émises par les animaux de
laboratoires, domestiques ou captifs, pour lesquels les échantillons peuvent étre facilement collectés
(Wyatt 2014; Greenwood et al. 2005; Barja and de Miguel 2010; Soso 2016; Poddar-Sakar and

Brahmachary 1997; Burger 2005).

Théoriquement, 1’étude des molécules sémiochimiques présentes dans les sécrétions repose sur la mise
en évidence, au préalable, d’une réponse comportementale des animaux exposés a ces sécrétions. Ce
principe a été énoncé par Wyatt (2015), selon qui I’isolement des phéromones implique une démarche
expérimentale comprenant les quatre étapes suivantes : 1) la démonstration d’une réponse physiologique
ou comportementale induite par une odeur, 2) le développement d’un test biologique (bio-essai) robuste,
3) I’identification et la synthese de la molécule bioactive suivi par 4) la confirmation de 1’activité de ce
composé par bio-essai. Il n’a pas été possible, dans le cadre de ma thése de réaliser des expériences
comportementales directes en raison notamment du peu d’animaux captifs disponibles pour cette

recherche. Par conséquent, nous avons choisi une approche alternative indirecte : une analyse chimique
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descriptive basée sur I’identification des molécules présentes dans les excrétions des cétacés. Le principe
de cette étude est de comparer les profils chimiques des individus afin d’identifier de potentielles
différences selon le sexe ou ’age. La mise en évidence de telles différences (par exemple, un profil
chimique spécifique aux femelles matures sexuellement) constituerait un argument en faveur d’une
possible communication chimique chez les cétacés. De plus, cette analyse pourrait nous permettre
d’identifier des composés ou des mélanges de composés excrétés uniquement par certains groupes et

qui seraient susceptibles de jouer un role de phéromone.

La premieére étape d’échantillonnage constitue, en soi, un défi majeur car la manipulation des animaux
est impossible chez les mysticétes, et trés difficile chez les odontocetes en dehors des dauphins
maintenus en captivité. Par ailleurs, ces derniers n’étant pas toujours entrainés pour se préter
volontairement aux prélévements biologiques, le nombre d’échantillons disponibles s’en trouve
considérablement limité. L analyse de I’air exhalé (souffle), qui peut étre préleve a proximité de I’évent,
sans nécessairement imposer de manipulation a I’animal et adaptable au milieu naturel, nous a paru une
idée ingénieuse pour initier cette étude. Nous avons donc réalis¢ des prélevements de souffles sur
lingette de coton chez deux individus males (un dominant et I’autre subordonné) de grands dauphins en
captivité (Planéte Sauvage, France), afin de mettre au point les protocoles de collecte, de stockage,
d’extraction et d’analyses des composés. Ces lingettes sont produites en Hongrie (Prada et al. 2010) et
utilisées pour les prélévements chimiques par le service central d’identité judiciaire de Lyon
(INTERPOL). Aprées une phase de test de plusieurs méthodes d’extraction (avec solvant, flux de gaz
chauffant, etc.), nous avons choisi d’utiliser la micro-extraction en phase solide (SPME) qui permet
d’extraire un maximum de composés. Les premiers résultats obtenus étaient prometteurs puisqu’ils nous
ont permis de valider la méthode expérimentale et d’identifier des composés émis spécifiquement par
les individus et non présents dans les controles (air ambiant). Nous avons €galement observé des
différences de profil chimique entre les individus qui pourraient étre reliées a des caractéristiques
individuelles telles que 1’age, 1’état sanitaire, ou la position dans la hiérarchie du groupe (Fig. 2A). Afin
d’avoir accés a un plus grand nombre d’animaux, et dans des conditions naturelles, nous avons alors

debuté la collecte d’échantillons chez des cétacés sauvages, en commencant par la baleine a bosse (au
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cours de la campagne effectuée a Madagascar pour les expériences comportementales) pour des raisons
pratiques : cette espéce peut étre approchée relativement facilement et son souffle est d’'un volume
supérieur a celui des odontocétes. Nous avons ainsi prélevé a partir d’une embarcation légére, des
¢chantillons d’air exhalé sur des lingettes placées sur des perches de 5 m puis placées dans un pot de
verre opaque et conservées a -20°C jusqu’a analyse. Cependant, les analyses chimiques réalisées sur ces
échantillons ont révélé une forte contamination des prélévements controles notamment, (Fig. 2B)
rendant les échantillons inexploitables. Cette contamination a pu avoir lieu aussi bien lors de la collecte
des échantillons sur le site, que lors du transport des lingettes voire de leur stockage avant analyse. Par
conséquent, I’exploitation scientifique des échantillons d’air exhalé de cétacés sauvages nécessite
encore une importante phase de mise au point pour déterminer les causes exactes de contamination afin

de les réduire au maximum dans les conditions non aseptisées du travail de terrain.

Face a ces complications méthodologiques, nous avons alors décidés de tenter d’exploiter d’autres types
d’excrétions : les urines et les feces. Ces excrétas sont connus pour contenir des molécules
sémiochimiques chez de nombreuses especes de mammiferes dont les artiodactyles (Miiller-Schwarze
1991, Dehnhard 2011, Karthikeyan et al. 2013). Kuznetsov (1990) a été le seul a réaliser des expériences
de stimulation par des excrétas chez les cétacés et a obtenu des résultats encourageants. Il a montré que
I’irrigation de leur cavité orale avec des excrétas de congénéres (urine ou feéces diluées jusqu’a 1 :100)
provoquaient une augmentation des fréquences respiratoire et cardiaque et une réponse galvanique. Les
excrétas de cétacés sont donc susceptibles contenir des molécules informatives, comme c’est le cas chez
certains de leurs cousins terrestres. La collecte d’urine, de féces, ou autres sécrétions chez les individus
sauvages (baleine a bosse), en prélevant I’eau de I’empreinte caudale (tache a I’aspect huileux laissée
dans le sillage des animaux lorsqu’ils sondent) a également ¢té envisagée et initiée. Ces prélévements
représentent également un défi important en raison de la forte concentration de NaCl dans les
échantillons, ce qui nécessite des méthodes de traitements et d’extraction que nous n’avons pas encore
pu mettre en ceuvre. De ce fait, j’ai proposé d’initier la collecte d’excrétas chez les animaux fraichement
échoués, qui nous permettrait potentiellement d’avoir acceés a de nombreux prélévements chez une méme

espece. Le département de pathologie de la Faculté Vétérinaire d’Utrecht, qui réalise la majeure partie
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des nécropsies de cétacés échoués sur les cotes hollandaises (principalement des marsouins communs),
a accepté de participer a cette recherche en collectant I’urine et les féces sur tous les marsouins échoués,
lorsque cela était possible. Aprés 10 mois de collecte systématique en 2016, nous avons ainsi disposé
d’une trentaine d’échantillons ce qui nous a permis de réaliser une premicre étude chez cette espece, qui
sera complétée par d’autres prélévements en 2017 pour atteindre une centaine d’individus inclus dans

I’étude.
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Figure 2. Profils chimiques en GC-MS de I’air exhalé (souftle) d’odontocétes et les mysticeétes extraits
sur fibres SPME. (A) Comparaison des profils chimiques de souffles de grands dauphins males et
comparaison avec une lingette controle (lingette exposée aux mémes conditions environnementales et
pendant la méme durée que lors du prélévement de souffle). (B) Comparaison des profils chimiques de
souffles de baleine a bosse (prélévement illustré sur I’image encadrée), de lingettes controle, de lingettes
propres (non utilisées) et de flacon vide (non utilis¢). Contrairement aux analyses chez les grands
dauphins, les profils des lingettes contréles sont ici identiques aux souffles, indiquant une contamination
pendant la collecte, le transport ou le stockage. Cette contamination rend les échantillons de souffle

inexploitables pour 1’étude des profils chimiques.
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Résumé francais de I’étude :

\

Les cétacés sont les descendants de mammiféres terrestres qui se sont adaptés a un mode de vie
totalement aquatique. Cette évolution singuliére s’est accompagnée d’une profonde réorganisation de
leurs systémes de chémoréception (principalement olfaction et gustation). Alors que plusieurs
observations empiriques suggérent une possible communication chimique intra-spécifique, la présence
de phéromones dans leurs sécrétions n’a jamais été étudiée. La disponibilité des échantillons biologiques
étant un des principaux facteurs limitant chez ces especes, nous avons testé la possibilité d’utiliser les
excrétas d’animaux échoués. Nous avons ainsi initié la collecte d’échantillons d’urines et de feces de
marsouins communs (Phocoena phocoena) fraichement échoués sur les cotes hollandaises et analysé les
composés présents aprés micro-extraction en phase solide (SPME) suivie d’une séparation en
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS). Alors que les résultats
montrent que les profils chimiques des urines sont trés différents des feéces car ils contiennent chacun
des composés spécifiques, certaines molécules (42 sur les 189 identifiées au total) sont communes aux
deux excrétas. De plus, il existe une différence significative dans la composition des féces en fonction
du degré de masse adipeuse et de la cause de la mort. Ceci suggére que des processus métaboliques
présents uniquement chez les individus émaciés, probablement liés a des maladies chroniques, influent
sur le profil chimique des feéces par rapport aux individus ayant un bon degré de masse adipeuse (le plus
souvent mort de cause accidentelle ou de prédation). Chez ces derniers, nous n’avons pas trouvé de
différence significative dans la composition des féces en fonction du sexe ni de 1’age. Cependant la
puissance statistique de nos tests s’est trouvée limitée par le faible nombre d’échantillons inclus dans
cette étude. Ces premiers résultats suggérent que 1’analyse chimique des féces pourrait étre une aide
dans la détermination de la cause de la mort chez les cétacés. De plus, les excrétas d’animaux échoués
en bonne santé et prélevés rapidement aprés le décés semblent constituer des échantillons exploitables
dans la recherche de molécules impliquées dans la communication chimique chez ces mammiféres

marins.
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Présentation de I’article (en anglais) :

Titre : Exploration of the chemical compounds in stranded harbour porpoises’ excreta using

GC-MS. One possible means of finding pheromone-like compounds in cetaceans?
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A. ABSTRACT

Cetaceans are descendants of land-living mammals which returned to water for a fully aquatic life. This
singular evolutionary history was accompanied by a profound reorganization of their chemosensory
system (olfaction and gustation). While behavioural evidences of chemoreception in toothed whales
have been reported, nothing is known about pheromone-like compounds secreted by these animals and
their potential implication in chemical communication. In order to overcome the challenges of sampling
living animals, we initiated a chemical analysis of 20 faecal and 9 urine samples collected from harbour
porpoises (Phocoena phocoena) stranded along the Dutch coastline. Volatile and semi-volatile
compounds were extracted using solid phase microextraction (SPME) followed by an analysis by gas
chromatography - mass spectrometry (GC-MS). Our results show that a higher chemical diversity is
found in the headspace of faecal than urine samples (150 vs. 81 analytes, respectively) while 42
molecules are shared by both excreta. We were able to associate several chemical compounds with the
animals’ diet or environment. Our results show that faecal chemical profiles are mainly influenced by
the cause of death and the body condition of the animal. However, the true impact of specific pathogens
or diseases on the chemical composition of faeces is still unknown. For both urine and faecal samples,
no significant difference in chemical profiles was observed between sex or age classes. However, these
results may be due to the small sample size of the present study. More material from animal that died in
healthy conditions (especially neonates) is thus needed to increase the statistical power of our analyses
and identify potential pheromone-like compounds in cetaceans’ excreta. Other extraction methods such
as liquid chromatography may also reveal the presence of water-soluble semiochemicals in these

samples.
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B. INTRODUCTION

Within mammals, marine species and especially cetaceans represent the « orphan child » of the research
in chemical communication, despite the fact that most species display highly social interactions and
behaviours (Wyatt 2014). The few behavioural and anatomical studies focusing on chemoreception have
mainly been undertaken in semi-aquatic mammals such as pinnipeds (Hardy et al. 1991, Dobson &
Jouventin 2003, Kowalewsky et al. 2006, Laska et al. 2008, Pitcher et al. 2011). However, despite these
experimental evidences, the potential presence of semiochemicals in pinniped secretions has only been
investigated in one recent study (Stoffel et al. 2015). Chemical fingerprinting of skin secretions collected
onto cotton swabs was analysed in conjunction with genetic analyses in order to explore the chemicals
potentially involved in mother—offspring recognition in Antarctic fur seals (Arctocephalus gazella). By
sampling mother—offspring pairs from two different colonies, it appears that colony membership,
mother—offspring similarity and genetic relatedness were all chemically encoded. Interestingly, several
compounds displayed similarities to known pheromones, consistent with the suggestion that pheromone-
like chemical signals could be involved in kin recognition in this marine mammal (Vaglio 2009). While
chemoreception seems effective in pinnipeds, the use of this sense by fully aquatic species remains
unclear.

Cetaceans, in particular, present a significant regression of most of their olfactory and gustatory receptor
gene repertoire (McGowen et al. 2008, Jiang et al. 2012, Feng et al. 2014, Kishida, Thewissen,
Hayakawa, et al. 2015). Most of the odorant receptor (OR) genes are pseudogenized in toothed whales
(odontocetes; about 80%) and in a lesser extent in baleen whales (about 60%) (Kishida et al. 2007). The
corresponding anatomical structures have strongly regressed during their adaptation to the aquatic
environment to become rudimentary or even totally absent in toothed whales, which lack the main and
accessory olfactory tracts as well as the cribriform plate and ethmoturbinals (Oelschldger & Buhl 1985,
Pihlstrém 2008). This unique case within mammalian taxa probably explains why there has not been
any experimental investigation of chemical communication in cetaceans. Therefore, the question that
logically arises is: have cetaceans lost this important sensory channel? This issue remains still open as

several anatomical studies have brought contradictory statements about the absence of chemosensory
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abilities in cetaceans. For example, toothed whales possess a well-developed olfactory tubercle
(Oeschlager & Oelschlager 2009) and at least one species, the bottlenose dolphins (Tursiops truncatus),
exhibits a well-developed gustatory thalamus (Kruger 1959) and prominent olfactory lobes possibly
activated by the trigeminal nerve (Jacobs et al. 1971). These sparse examples suggest that if a chemical
communication does exist in cetaceans, the neural circuits that process the putative chemical signals
may clearly have no analogy with terrestrial mammals.

A debate on the existence of chemical communication in cetaceans has been brought by several authors.
For example, the presence of an alarm pheromone has been suggested in beluga (Delphinapterus leucas)
after they have been observed to react to their congeners’ blood in water by either quickly escaping or
becoming unusually excited (Lowell & Flanigan 1980). Similarly, spinner dolphins (Stenella
longirostris) appear to swim deliberately through their schoolmates’ excrements (Norris et al. 1994).
Odontocetes also urinate almost constantly, leading to the assumption their urine may contain chemical
information (sexual pheromones) (Norris & Dohl 1979). Only one behavioural experiment has so far
shown that solutions of urine and faeces, when irrigated in the oral cavity of captive bottlenose dolphins,
can induce an autonomous physiological response (increase in heart rate, respiratory rate and skin
conductivity) (Kuznetzov 1990). Additional studies are crucial to shed light on a potential chemical
communication in cetaceans, but they appear almost impracticable in natura. Even if audio-visual tools
have improved recently, providing high-quality underwater and aerial observations, the collection of
biological samples that might contain semiochemicals remains a serious obstacle to such studies. A low
number of captive individuals available for research, logistical challenges in situ for collecting and
storing samples and salt water as environment of chemical diffusion are few examples of the challenges
that make research on chemoreception in marine mammals a difficult task. Moreover, behavioural
response experiments require substantial volumes of biological material which are not difficult to
collect. Nevertheless it is technically possible to collect excreta (urine and faeces) during necropsies on
stranded animals. We thus tested whether this type of “unusual” samples could be suitable as a first step
in the search of cetacean’s semiochemicals. We thus initiated this work by analysing urine and faecal
samples from harbour porpoises (Phocoena phocoena) that stranded along the Dutch coastline (often

due to bycatch incidents). This species of toothed whales was selected due to its presence in great
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numbers (345 to 873 individuals per year) in stranding events (Keijl et al. 2016). Another argument for
selecting this species was the presence of chemoreceptive cells air sacs (frontal and vestibular sac) close
to the blowhole (Behrmann 1988). Although they generally live in small groups of two or three animals,
they also display social behaviours in summer during reproduction, when they gather in larger groups
of up to several hundred individuals (Serensen & Kinze 1994).

As previous work has shown that odontocetes react to odorants as well as to their congeners’ excreta
(Kuznetzov 1990), we focused on volatile and semi-volatile compounds found in faeces and urine.
Molecules present in the samples headspace were collected using solid phase micro-extraction (SPME)
and then analysed using gas chromatography - mass spectrometry (GC-MS). For this initial work, we
evaluated the impact of the cause of death on the chemical composition of urine and faecal samples from
stranded porpoises. This would allow us to determine whether some animals killed by specific
conditions are better suitable for the search of pheromone-like compounds, which are related to
individual condition such as sex or age (juvenile, neonate, adult). As it was not possible to sample the
same individual more than once, we only looked for the presence or absence of chemicals compounds
in the different individuals and not to any quantitative relationships among multiple components that
could encode chemical signals. In other words, our analysis focused on putative single pheromone-like
compounds and not on signature mixtures nor multicomponent pheromones. While this could appear as
an important limitation, most of the semiochemicals identified so far in mammals appear to be single

compounds rather than mixtures (Apps 2013).
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All samples included in this study were collected at the Faculty of Veterinary Medicine, Utrecht

University, during necropsies on harbour porpoises that stranded along the Dutch coastline in 2016

(Table 1). Faecal samples were collected in the distal part of the digestive tract from 9 females (2 adults,

5 juveniles and 2 neonates) and 11 males (3 adults and 8 juveniles); urine samples were collected using

a sterile syringe in the bladder from 2 females (juveniles) and 7 males (1 adult, 4 juveniles and 1 neonate)

(Table 1). All samples were immediately stored at -20 °C in plastic vials (faeces) or in cryotubes (urine)

until further analysis. In parallel, controls were made using osmosed water which was stored in the same

conditions as the samples.

(itgz:tltlivjlii:fifm S LA ) ;iinflzl;.llt)(ftﬁl Cause of Death IZZZ:ZZZ: : SIS I:"aeces
) Female (F) Neonate (N) code (F) and Urine (U)
MAL (1494) M A Infectious 3 U
MA2 (1512) M A Infectious 4 F
MA3 (1522) M A Bycatch (?) 2 F
MA4 (1531) M A Infectious 3 F
MJ1 (1495) M J Emaciation 6 F
MI2 (1497) M J Infectious 1 Fand U
MJ3 (1504) M J Live stranding 1 F
MJ4 (1510) M J Unknown 2 Fand U
MIJ5 (1511) M J Emaciation 6 Fand U
MJ6 (1515) M J Live stranding 2 F
MJ7 (1516) M J Bycatch (?) 2 Fand U
MIJS8 (1517) M J Grey seal attack 2 F
MNI1 (1536) M N Emaciation (starvation) 2 U
MN2 (1549) M N Grey seal attack (?) 1 U
FA1 (1508) F A Infectious 1 F
FA2 (1527) F A Infectious 6 F
FJ1 (1505) F J Grey seal attack 2 Fand U
FJ2 (1513) F J Grey seal attack 4 F
FJ3 (1514) F J Infectious 3 Fand U
FJ4 (1518) F J Infectious 3 F
FJ5 (1521) F J Unknown 2 F
FNI1 (1524) F N Perinatal death 3 F
FN2 (1525) F N Grey seal attack 4 F

Table 1. Characteristics of the samples (urine and faeces) collected from stranded harbour porpoises.

For each animal, the nutritional condition code was scored on a scale from 1 (very fat and muscular) to

6 (emaciated). A question mark (?) indicates an uncertain cause of death.
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2)  Extraction and chemical analyses

For this study, the choice of using solid phase micro extraction (SPME) from the headspace of urine and
faecal samples was made because this solvent-free method requires minimum steps and minimize the
interferences and impurities introduced to samples with solvents. Divinylbenzene / PDMS coating was
selected as this it allows the adsorption of a broad range of analytes, specifically volatile and/or semi-
volatile compounds.

We directly collected about 0.6 - 1 g of frozen faeces or urine (approximately 0.5 ml) using a clean
stainless steel spatula. The sample was defrosted at room temperature during 15 minutes. Samples were
then placed in an incubator at 36°C for extraction. Chemical compounds were captured directly from
the headspace of each sample glass jar onto a 65-um coated Polydimethylsiloxane / Divinylbenzene
(PDMS / DVB) composite Stableflex fibre (Supelco, Bellefonte, PA, USA) (Fig. 1). Each fibre was
exposed for 2 h at 36 °C (porpoise’s physiological temperature). Controls were prepared using osmosed
water instead of urine or faeces and stored under the same conditions as the samples.

The analyses were performed using a GC-MS system (GC 6890N, MSD 5973N, Agilent Technologies,
Wilmington, USA) equipped with a split / splitless injector, in the splitless mode, at 250 °C during the
chromatographic run. After extraction, the compounds were immediately desorbed from the fibre at 250
°C in the injection port of the GC-MS for 2 min. and separated in a Optima SMS-MS capillary column
(30 m length, 0.25 mm inner diameter, 0.25 um film thickness, Macherey-Nagel, Diiren, Germany). The
GC-MS temperature program of the run was as follows: initial oven temperature was held at 40 °C for
5 minutes, then the temperature was ramped up at a rate of 5 °C/min to 220 °C, then a second ramp was
applied at a rate of 10 °C/min to 250 °C with a 5 minute hold at this temperature. The mass spectrometer
was run in electron impact (EI) ionization mode, scanning the mass ion range of 40—-350 amu. The mass
detector conditions were: transfer line temperature of 250 °C, ion source temperature of 200 °C and
ionization mode with electron impact at 70 eV. The n-alkane standard solution C8-C20 (0.1 pL of the
alkane mixture at a concentration of 40 mg/L each, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) was used for

calibration and determination of the retention index (RI).
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Figure 1. Static headspace sampling with a solid phase micro-extraction (SPME) device of chemical
compounds from urine or faeces of harbour porpoise. The device was incubated 2h at 36°C in an

incubator.

3)  GC-MS analyses

Chromatograms were de-convoluted and integrated using the Automated Mass Detection and
Identification System (AMDIS, NIST). The quality of all software-defined peak detections and
identifications was visually reviewed and manually corrected when necessary. Analytes were putatively
identified by comparison of mass spectral data using the NIST Mass Spectral Search Program v2.0©
(Faircom Corp., Columbia MO, USA). Spectral matches were cross-checked with the calculated
retention index (RI) of the molecule. The data was used to construct a custom RI mass spectral library,
which contain a) components which showed high spectral match (> 80 %) and good RI fit and which
were added as putatively identified, b) compounds with high spectral match and low RI fit which were
added as substance class e.g. ‘alkane’ and c¢) compounds that were recurrent at the same RI but no
identifiable to substance class level, which were added as ‘unidentified’. A final report file was created
with data from every signal found in samples, blanks (i.e. empty headspace) and controls (i.e. with
osmosed water). Data processing was essentially ‘blind’ as uninformative codes were given to all

samples and used in all analytical steps until the final data set was obtained. Chromatograms were
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aligned using the Pivot table function in Excel and alignment checked against RI values. The ‘integrated
area’ value was used for further processing, which involved removal of compounds consistently present
in controls (replacing excreta by osmosed water, stored by same protocol to control storage and sample
preparation contamination) and blanks (i.e. empty headspace without excreta or water to control fibre

method and instrument contamination) and compounds from non-biological origin.

4) Statistical analyses

We first described chemical profiles and analyte families found in urine and faecal samples. We then
compared the chemical components found in urine, in faeces but also in both excreta. Afterwards we
measured the effect of different factors: cause of death (infectious or emaciation vs. accidental), sex
(female vs. male) and age (juvenile vs. neonate vs. adult). During necropsy protocol different causes
were characterized: infectious, emaciation and accidental such as grey seal attack, bycatch or live
stranding. Because of the small quantity of urine sample available (2 females, 7 males or 6 juveniles, 2
neonates, 1 adult), we were only able to analyze the factor “cause of death” in these samples. Integrated
areas of each chemical compounds were normalized by the total per individual. All data were square-
root transformed. We then created a matrix by Euclidean resemblance to observe differences between
relative proportions of VOCs in chemical profiles. All chemical data were initially analyzed with an
unconstrained PCO ordination based on resemblance matrix to visualize the patterns of differences in
the multivariate chemical structure among samples as described in Mardon et al. (2010). Chemical
profiles were next compared with n-factor PERMANOVA (Anderson 2001, McArdle & Anderson
2001) using 9999 permutations (Mardon, Saunders, et al. 2010). PERMANOVA allows distance-based
tests of significance for comparing a priori groupings. P values were obtained using 9999 permutations
of residuals under a reduced models (Freedman & Lane 1983) and Type I (sequential) sums of squares
(SS). Pairwise comparisons were made using constrained permutation tests. CAP models that had a good
discriminating capability between groups were examined to identify the VOCs associated with the
different chemical signals. We calculated the Pearson correlation (r) between the individual molecules
and the model CAP axes. All statistical analyses were carried out using the computer program PRIMER

V.7.0.5 PERMANOVA+1 (Primer-E Ltd®).
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D. RESULTS AND DISCUSSION
1)  Description of chemical compounds found in the headspace of urine and faeces

81 different chemical compounds were detected in the headspace of urine samples and 150 compounds
in the headspace of faccal samples, but only part of them were identified (Supplementary data S1). The

chemical classes of the compounds found in these two excreta were clearly distinct (Fig. 2).

Only in Faeces samples:

alcohol monocyclic (1%)
amyl alcohol (1%)

cycloalkane (1%) acid (2%)

ester (1%) terpene (2%)

;a;:::id:l:ﬁ:l%] alkene (6%)

ILer| n r

pyrazineptl%l —A ?,Lj%l% Commons in Faeces and Urine samples:
- fatty alcohol
. ketone
' | alcohol
_] alkane
% aldehyde
[ sulfide
. fatty acid ester
TJ aromatic
@_ acetal

| alkylamine
benzaldehyde
EE carboxylic acid

FAECES

Figure 2. Relative numbers of compounds in each chemical class that were detected in faecal and urine
samples from stranded harbour porpoises. Proportions are based on number of different compounds

identified and not upon their relative concentrations.
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A significant difference was found between their chemical profiles (PERMANOVA test: Pseudo-F1, 28
=5.10 p = 0.0001; Supplementary S2). Only a portion of these chemicals was present in each sample
and about 44 and 28 molecules were found in average in one individual’s urine and faecal samples,
respectively (Fig. 3). Among the 189 molecules detected in total, 42 (22.2%) were present in both
substrates while 39 (20.6%) chemical compounds were exclusively found in urine samples and 108
(57.2%) exclusively in faecal samples. It can be hypothesized that molecules shared by both excreta are
the products of chemical conversions undertaken by the liver with no further modification. The other
molecules are likely to be the products of modifications from other organs, of microbial conversions or
even of unusual metabolic activity due to diseases. Even the bladder, which was only previously
considered as a storage organ for urine, is capable of biotransformation at least in humans (Vaziri et al.
2001). The marked differences in chemical profiles between urine and faeces are therefore not surprising
and reported in a recent review on volatile compounds from human body (De Lacy Costello et al. 2014).
As for human, fatty acid esters constitute one of the predominant chemical class in faeces and its
proportion is higher in faeces than in urine (30% and 17%, respectively). Among the nine molecules
that are ubiquitous in human urine volatile components (Smith et al. 2008), none was found in our
samples. Most of them are supposed to arise from the gut as they are also ubiquitous in human faeces,
therefore these differences may be due to cetacean’s highly-specialized diet and/or their microbiota.
Interestingly, none of the acids (ethanoic, propionic, butanoic, pentanoic, and hexanoic acids), generally
produced by the carbohydrates fermentation in the gut by Bacteroides sp. were found. However, 2-
methylbutanoic acid and branched-chain fatty acids were identified, and are principally produced by gut
microbial action on proteins via the respective branched amino acid (De Lacy Costello et al. 2014). This
is entirely consistent with the piscivorous diet of harbour porpoises. Similarly, methionine that is found
in high quantities in fish is used in the metabolism of Clostridia in the gut (Smith & Macfarlane 1997)
to produce at least some of the sulphide compounds detected here in the faeces. On the contrary, the
presence in one sample of faeces of two terpenes that are found in plants is more surprising. However,
one of them (i.e. phytol) is found in high quantities in edible marine algae (Huang et al. 2016) and could

have been ingested accidentally by one animal and not digested hence its presence here.
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Figure 3. Presence of chemical compounds in A) urine samples (n = 9 individuals; total of compounds
= 81) and B) faeces samples (n = 20 individuals; total of compounds = 150). For example 44 chemical
compounds in urine were found in only one individual; at the contrary one analyte was encountered in

all 9 urine samples.

2)  Impact of the cause of death on chemical profiles

We then analyzed the impact of the factor « cause of death » on the chemical profiles by creating 2
categories: deaths that are due to infectious diseases or poor overall conditions (nutritional condition
code of 5 or 6) and deaths caused by by-catch, grey seal attack and unknown reasons but with a healthy
nutritional condition code (i.e. low number code). In the first category, we made the assumptions that
the presence of an infection (micro-organisms) or a poor body condition could have led to important
changes in the physiology and therefore in the metabolites excreted by the animal. The consequences of
these processes would then be noticeable in the chemical profiles of the urine and faeces. However we
did not observe any significant variation between urines chemical profiles according to the cause of
death of the animals, considering all compounds and specific urine chemical components
(PERMANOVA test: p > 0.5 for both; Table 2). In faeces, however, we observed an effect of the cause
of death between infected and non-infected animals using all chemical compounds encountered in faeces
and also faeces-specific analytes (p < 0.04 for both; Table 2; Supplementary data S3 & 4). Chemical
profiles distinguished the cause of death in CAP on a single axis obtained m PCO axes (m = 4 for all
compounds (n = 150); m = 6 for faeces specific compounds (n = 108); details in supplementary data S3

& 4). The leave-one-out misclassification error was 5 % for the samples used to build the CAP model
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for both. Chemical compounds from faecal samples differed between individuals that died from an
infection or emaciation and individuals that were killed suddenly (from bycatch or grey seal attack).
Chemical analytes such as butanal,3-methyl-, 1-butanamine,2-methyl-N-(2-methylbutylidene),
tetradecanal, tetradecane,2,6,10-trimethyl-, 2,3-dimethyl-1-hexene, 4-methyl-1-heptyn-3-ol were found
more often in infectious or emaciated individuals than in other animals (Pearson correlation r > 0.43
from CAP model). Some of these molecules might probably be used as biomarkers of diseases although
complementary analysis are required to determine the exact cause of death. On the contrary,
infectious/emaciated individuals had lower quantities of several compounds such as 9,12,15-
octadecatrienal, 2-hexene 3,5,5-trimethyl, butanoic acid 2-ethyl-1,2,3-propanetriyl ester, 2.4-
decadienal, cyclohexanone 2-butyl-, 5,9-undecadien-2-one,6,10-dimethyl, decanoic acid,ethyl ester, n-
octen-1-ol, 2-octenal, 2-nonanone 3-(hydroxymethyl), 10-undecyn-1-ol and ethyl 9-decenoate (Pearson

correlation r > 0.43).

Factor PERMANOVA test CAP Model

Urine (considering all 81 compounds)
Cause of Death F1,8=0.81 p=0.64 -

Urine (considering 39 specific compounds)

Cause of death F1,8=0.77p=0.83 -

Faeces (considering all 150 compounds)

95% of good classification group

Cause of Death F1,19=1.78 p=0.04 (19/20) using m = 4 PCO axes

Faeces (considering 108 specific compounds)

95% of good classification group

Cause of Death F1,19=1.86 p=0.02 (19/20) using m = 6 PCO axes

Faeces (considering 108 specific compounds) of individuals died suddenly in a good overall body condition
Sex F1,9=129p=0.22 -
Age F2,9=0.90p=10.59 -

Table 2. Statistical test by n-factor PERMANOVA (using 9999 permutations; Pseudo-F and p) and CAP
models (percentage of correct classification within group according with factor selected). Two factors
were tested in urine and faeces samples: sex and cause of death, considering different pool of chemical

compounds (all analytes found in samples and specific molecules to one sample type).
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Several reasons could explain these differences in the chemical profiles between animals that suffered
from a chronic stress and the ones that died in healthy condition. For example, the poor overall body
condition of the animals could presumably lead to a decrease in quantity and/or in quality of their diet.
Important changes in their gut microbiota might also have occurred as a consequence of the presence of
pathogens as well as modifications in the physiology of organs involved in the chemical conversions.
As a consequence, the search of putative pheromone-like compounds was restricted to the chemicals
from individuals that died from by-catch, grey seal attack or unknown reasons but that still a good overall

body condition.

3) Search of putative semiochemicals in urine and faeces from stranded harbour

porpoises.
As explained above, an analysis of the presence/absence of each compound was only undertaken in the
samples from animals that stranded with no supposed infection and/or chronic diseases. In urine
samples, it was not possible to compare the chemical profiles between females and males due to the low
number of females matching our criteria (1 sample, FJ1 in Table 1). For similar reasons, we were not
able to make any comparison according to the age (sexual maturity). Surprisingly, only one unidentified
compound (with RI = 1117) was found to be ubiquitous in the urine samples. Nevertheless more urine
samples need to be included in order to assess the presence of potential specific sexual chemical profiles
in the harbour porpoise. However, it was obvious that one of our sample collected from a male neonate
(MN2 in Table 1) stands out as it displayed a high number of specific compounds that were not found
in the other animals (Table 3). Among the twenty compounds (13 identified and 7 unidentified) specific
to this neonate’s urine, several aldehydes could arise from lipid peroxidation and therefore from a high
oxidative stress. As oxydative stress is considered to be an important component of various diseases and
it is therefore difficult to make any assumption about the presence of these compounds. More likely, the
milk-based diet of this neonate would explain this result at least partly, because several aldehydes (as
hexanal and heptanal) are found in the milk of mammals including humans (Elisia & Kitts 2011). Other
compounds specifically found in the urine of neonate MN2, such as butanoic acid, 2-methyl-ethyl ester,

1-Octen-3-o0l or 2-ethyl-1-hexanol, are usually found in faeces as this is the case for several samples in
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this work (Table 3). These compounds were also reported in significantly higher concentrations in the

faeces of human neonates (De Lacy Costello et al. 2008).

In faeces, 10 individuals died a sudden death (a by-catch, a grey seal attack or an unknown reasons) in
a good overall body condition (with 4 females and 6 males, or one adult, one neonate and 8 juveniles;
see details in Table 1). Eleven compounds (8 identified and 3 unidentified) were present in all
individuals (Table 3). When including these 10 individuals only, we did not observed any effect of sex
(pseudo-F1,9 = 1.29, p = 0.22) or age (pseudo-F2,9 = 0.90, p = 0.59). At least seven other compounds
were found exclusively in the faecal sample of one juvenile male (MJ4). One of them (acetic acid) is
usually produced during protein fermentation or putrefaction (anaerobic digestion) by microbes present
in the colon. In the samples from the two female neonates, five specific compounds (1 identified and 4
unidentified) were present. However, it was not possible to link the identified molecule (nonanoic acid,
ethyl ester) to any particular metabolism. Finally, the comparison of 108 chemical compounds present
in all faeces samples (i.e. including individuals with potential infectious death) showed a significant
effect of age (pseudo-F2,19 =1.79, p=0.0098). In a CAP model (m =7 PCO axis), only 5% of chemical
profiles were not correctly classified; there were only errors between juveniles and adults. This results,
based on animals that died of several different causes, may suggest the presence of age-specific chemical
profiles but more samples from animals that died in good body condition are required to confirm this

hypothesis.
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Chemical compound

Urines

Faeces

Acetic acid

1-Heptanol

1-Hexanol

Hexanal

Octanal

Decanal

Heptanal

Lilac aldehyde D
2-Hexene, 3,5,5-trimethyl-
5-Octadecene, (E)-

1 Male Neonate (MN2)
1 Male Neonate (MN2)

1 Male Neonate (MN2)
1 Male Neonate (MN2)

Butanoic acid, 2-ethyl-, 1,2,3-propanetriyl ester

Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester
Butanoic acid, 3-methyl-, ethyl ester
Butanoic acid, ethyl ester

Ethyl 9-hexadecenoate
Heptadecanoic acid, ethyl ester
Nonanoic acid, ethyl ester
10-Undecyn-1-ol

1-Octen-3-ol

n-octen-1-ol

2-Ethyl-1-hexanol

S-Hepten-2-one, 6-methyl-
1-Propanone, 1-(4-methoxyphenyl)-

2-Undecanone

6,7-Dodecanedione
Acetoin

2,4-Dithiapentane

1 Male Neonate (MN2)
1 Male Neonate (MN2)
1 Male Neonate (MN2)
1 Male Neonate (MN2)
1 Male Neonate (MN2)

1 Male Neonate (MN2)

1 Male Neonate (MN2)

2 Males Neonates
(MN1 and MN2)

3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol (phytol)

1 Male Juvenile (MJ4)

1 Male Juvenile (MJ4)

1 Male Juvenile (MJ4)
All Individuals (10)

All Individuals (10)
All Individuals (10)

All Individuals (10)
1 Female Juvenile (FJ1)
All Individuals (10)

2 Female, Neonates
(FN1 and FN2)

All Individuals (10)
All individuals (10)
All Individuals (10)

1 Male Juvenile (MJ4)
1 Male Juvenile (MJ4)

1 Male Juvenile (MJ4)
1 Male Juvenile (MJ4)
1 Male Juvenile (MJ3)
1 Male Juvenile (MJ6)

Table 3. Chemical compounds released from the headspace of urine and faecal samples and found in

one category of stranded harbour porpoises. The code of the individual indicated in brackets refers to

Table 1.
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E. CONCLUSIONS

Our study reveals that solid phase micro extraction followed by GC-MS allows to identify a great variety
of chemical compounds present in the urine and faeces of stranded harbour porpoises. The results also
show that the cause of death affects chemical diversity of their excreta: faeces from animals that died
from a chronic pathologic condition (and found in a poor body condition) exhibit a distinct chemical
profile. This change must reflect modifications in their metabolism due to an infection or other diseases
including starvation or chronic disorders. This result suggests a relationship between the chemical
composition of excreta and specific pathologic conditions in odontocetes, and that potential biomarkers

of health status could be identified in such samples.

Concerning the primary purpose of this work, i.e. the search of putative pheromones, it appears that
some of urine and faecal samples from stranded animals could be used. However, no “pheromone-like”
compound was identified in the samples collected so far, and no sex difference was found in their
chemical profiles. This result could be due to the small sample size of this study, but also to the analytical
method used: in the present study, analyses focused on the volatile and semi-volatile fraction of the
samples, while some semiochemicals could be water-soluble. Another method for extraction such as
liquid chromatography has to be developed, taking into consideration the salt and other parameters of

environment in marine mammals.

The present study allowed to establish a first database of chemical compounds secreted by an odontocete
cetacean, which represents a significant development for further investigations. Several specific
compounds that have been specifically detected in the urine of male neonates are likely to be associated
with their dairy diet, but it cannot be totally excluded that some of them may be used by the mother for
kin recognition. Further samples, including some from neonates, need to be collected in order to
complete the chemical compound database that was initiated though this work and may reveal some

pheromone candidates.
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G. SUPPLEMENTARY MATERIALS

Capacités chimio-sensorielles des cétacés
Chapitre 2 : Description des bases anatomiques et chimiques

Urines (presence number in | Faeces (presence number in Cited relevance to behaviour | Published odour
Chemical compound
all samples, n=9) all samples, n=20) description
Acetal
Ethane, 1,1-diethoxy- v (2/9) v (8/20) Fruity
Carboxylic acid
Acetic acid v (1/20) Pungent, vinegar
cis-5-Dodecenoic acid v (3/20)
Butanoic acid, 2-methyl- v (2/9) v (4/20)
Alcohol
1-Butanol v (2/9) v (2/20) Fermented, oily
Green, musty,
1-Heptanol v (1/20)
leaty
Female-sex-pheromone
1-Hexadecanol v (4/9) Waxy, floral
(attractant) in Lepidoptera
1-Hexanol v (1/20) Herbal
1-Propanol v (2/20) Fermented
1-tetradecanol v (6/9) Waxy, fruity
2-Propyl-1-pentanol v (4/20) Floral
Phenylethyl Alcohol v (4/20) Floral, rose
Alcohol monocyclic
1-Methylcycloheptanol v (4/20)
Aldehyde
2-Octenal, (E)- v (11/20) Fatty
Freshly cut grass,
Hexanal v (1/9) v (16/20) Alarm pheromone in insect
green
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Urines (presence number in | Faeces (presence number in Cited relevance to behaviour | Published odour
Chemical compound
all samples, n=9) all samples, n=20) description
Immobility in mammals (Mus Citrus, orange
Octanal v (1/9) v (12/20)
musculus and Panthera leo) peel
Male pheromone (attractant)
2,4-Decadienal, (E,E)- v (8/20) Fatty, nutty
in insects
4-Heptenal v (5/20) Green, dairy
cis-Dodec-5-enal v (3/20)
Waxy, fatty,
Decanal v (3/9) v (17/20) Alarm, aggregation in insects
citrus, green
Aggregation, Inhibited
Herbal, fatty,
Heptanal v (1/9) v (13/20) behaviour, excitation in
fresh
insects
2-(5-ethenyl-5-methyloxolan-2-
yl)propanal v (1/9) v (11/20) Floral, lilac
(Lilac aldehyde D)
Butanal, 3-methyl- v (18/20) Attraction in insects Fruity, peach
Female-sex-pheromone in
Tetradecanal v (18/20) Waxy, amber
Lepidoptera
Alkane
Dodecane v (1/9) Alarm in insects
Heptadecane v (1/9) v (10/20)
Octadecane v (1/9)
Pentadecane v (3/9) v (13/20) Aggregation in insects
Pentadecane, 2,6,10,14-
v (10/20)
tetramethyl-
Tetradecane v (1/9) Aggregation in insects
Tetradecane, 2,6,10-trimethyl- v (6/20)

Alkene
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Chemical compound

Urines (presence number in

all samples, n=9)

Faeces (presence number in

all samples, n=20)

Cited relevance to behaviour

Published odour

description

1,3-Heptadiene, 5,5-dimethyl- v (3/20)
1-Octene, 6-methyl- v (3/20)
2,3-Dimethyl-1-hexene v (1/20)
2-Hexene, 3,5,5-trimethyl- v (18/20)
5-Octadecene, (E)- v (1/20)
Alkylamine
1-Butanamine, 2-methyl-N-(2-
v (3/20)
methylbutylidene)-
1-Butanamine, N-butyl- v (1/9) Ammonia-like
Amyl alcohol
1-Butanol, 3-methyl- v (3/20) Fermented fruit
Aromatic
Benzene acetaldehyde v (11/20) Green, floral
Phenol v (1/9) Oestrus, sexuality in insects Plastic
Benzaldehyde
Oviposition, defensive,
Bitter, almond,
Benzaldehyde v (1/9) v (11/20) aggression, alarm recruitment
o cherry
in insects
Cycloalkane
1-Methylpentyl cyclopropane v (4/20)
Ester
Ethyl Acetate v (7/20) Ethereal, fruity
n-Propyl acetate v (2/20) Fruity

Fatty acid ester
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Urines (presence number in | Faeces (presence number in Cited relevance to behaviour | Published odour
Chemical compound
all samples, n=9) all samples, n=20) description
(E)-9-Octadecenoic acid ethyl
v (9/20)
ester ((E)-ethyl oleate)
2-Pentenoic  acid, 4-methyl-,
v (3/20)
ethyl ester, (E)-
3,7-Dimethyl-oct-6-enoic  acid,
v (4/20) Green
ethyl ester
Butanoic acid, 2-ethyl-, 1,2,3-
v (14/20)
propanetriyl ester
Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl Fruity, green
v (1/9) v (8/20)
ester apple
Butanoic acid, 2-methyl-, propyl
v (2/20) Fruity
ester
Butanoic acid, 3-methyl-
v (1/9) v (5/20) Cheesy
(isovaleric acid)
Butanoic acid, 3-methyl-, ethyl
v (1/9) v (10/20) Fruity
ester (ethyl isovalerate)
Butanoic acid, ethyl ester v (1/9) v (5/20) Fruity
Decanoic acid, ethyl ester v (3/20) Waxy, sweet
Dodecanoic acid, ethyl ester
v (8/20) Waxy, sweet
(ethyl laurate)
Ethyl 3-methyldecanoate v (8/20)
Ethyl 5-methylhexanoate v (5/20)
Ethyl 9-decenoate v (3/20) Fruity
Female-sex-pheromone in
Ethyl 9-hexadecenoate v (1/9)
insects
Ethyl 9-tetradecenoate v (4/20)
Heptadecanoic acid, ethyl ester v (1/9) v (7/20)
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Chemical compound

Urines (presence number in

all samples, n=9)

Faeces (presence number in

all samples, n=20)

Cited relevance to behaviour

Published odour

description

Heptanoic acid, ethyl ester v (2/20)
Female-sex-pheromone in
Hexadecanoic acid, ethyl ester v (4/20) Fruity, pineapple
insects

Hexanoic acid, ethyl ester v (4/20) Fruity
Methyl 2-ethyldecanoate v (4/20)
Nonanoic acid, ethyl ester v (3/20) Waxy, fruity
Octanoic acid, ethyl ester v (7/20) Waxy, fruity
Pentanoic acid, 4-methyl-, ethyl

v (4/20) Fruity
ester
Undecanoic acid, ethyl ester v (5/20) Soapy, waxy
Propanoic acid, ethyl ester v (5/20) Fruity
Fatty alcohol
10-Undecyn-1-ol v (15/20)
1-Octen-3-ol v (1/9) v (17/20) Aggregation in insects Mushroom-like
n-octen-1-ol v (1/9) v (14/20) Green
2-Ethyl-1-hexanol v (1/9) v (16/20) Citrus
Hemi-terpene
5-Hepten-2-one, 6-methyl- v (1/20) Alarm pheromone in ants Citrus, green
Ketone
2-Butanone, 3-methyl- v (1/20)
3-Pentanone v (5/9) v (5/20) Ethereal
1-Propanone, 1-(4-

v (4/9) v (3/20)

methoxyphenyl)-
2-Nonanone, 3-

v (13/20)
(hydroxymethyl)-
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Chemical compound

Urines (presence number in

all samples, n=9)

Faeces (presence number in

all samples, n=20)

Cited relevance to behaviour

Published odour

description

2-Undecanone v (2/9) v (10/20) Attractive in insects Floral, rose-like
5,9-Undecadien-2-one, 6,10-
Attractive (to female) in
dimethyl- v (9/20) Floral, magnolia
insects

(geranyl acetone)
Other
3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-

v (2/20) Floral
(1-methylethyl)-, (R)-
4-Methyl-1-heptyn-3-ol v (1/20)
6,7-Dodecanedione v (1/20)
9,12,15-Octadecatrienal v (4/20)

Female-sex-pheromone in
3-hydroxybutan-2-one (Acetoin) v (1/20) Buttery
insects
Cyclohexanone, 2-butyl- v (7/20)
Pyrazine
Pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl- v (2/20)
Sulphide
Attractive in hamster vaginal
Dimethyl sulphide v (3/9) v (7/20) Sulphurous onion
secretion
Attractive in hamster vaginal
Dimethyl trisulphide v (2/9) v (2/20) Alliaceous
secretion
Garlic,
2,4-Dithiapentane v (1/9) v (3/20)
mushroom

Disulphide, dimethyl v (2/9) v (6/20) Attractive in insects Cabbage, onion
Pentasulphide, dimethyl v (1/9) Sulphurous onion
Tetrasulphide, dimethyl v (2/9) v (1/20)

Terpene
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(phytol)

Urines (presence number in | Faeces (presence number in Cited relevance to behaviour | Published odour
Chemical compound
all samples, n=9) all samples, n=20) description
1-Dodecanol, 3,7,1 1-trimethyl-
v (1/20)
(hexahydrofarnesol)
3,7,11,15-Tetramethyl-2-
hexadecen-1-ol v (1/20) Attractive in insects Floral

Supplementary Data S1. Chemical compounds found in the headspace of urine and faecal samples of

harbour porpoises. Only compounds that have been tentatively identified are included in this table.

Faecal and urine specific compounds are indicated in green and yellow, respectively. Cited relevancies

to behaviour were taken from http://www.pherobase.com and published odour descriptions were taken

from http://www.thegoodscentscompany.com.
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Supplementary Data S2. Comparison of chemical profiles from urine and faeces of harbour porpoise

in two-dimensional PCO ordinations (PCO1 x PCO2). Triangles correspond to urine samples and

rectangle to faeces. (PERMANOVA test for excreta type factor: Pseudo-F1, 28 = 5.10 p = 0.0001).
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Supplementary Data S3. A) Comparison of chemical profiles using 150 compounds from faeces
(sampling during 2h at 36 °C) in two-dimensional PCO ordinations for all samples: PCO1 vs PCO2. B)
Comparison of chemical profiles in faeces (2h) in CAP analysis considering death reason as factor using
a single axis obtained from m =4 PCO axes, showing 95% correct discrimination of chemical profiles
between death causes (due to infectious diseases or poor overall conditions (named infectious) and
caused by by-catch, grey seal attack and unknown reasons but with a healthy nutritional condition code
(named accidental)).

Black filled circles represent infected animal and black circles represent non-infected animals.
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Supplementary Data S3. A) Comparison of chemical profiles using 108 compounds specific to faeces
samples (extracted during 2h at 36 °C) in two-dimensional PCO ordinations for all samples: PCO1 vs
PCO2. B) Comparison of chemical profiles in faeces (2h) in CAP analysis considering death reason as
factor using a single axis obtained from m = 6 PCO axes, showing 95% correct discrimination of
chemical profiles between death causes ((due to infectious diseases or poor overall conditions (named
infectious) and caused by by-catch, grey seal attack and unknown reasons but with a healthy nutritional
condition code (named accidental)).

Black filled circles represent infected animal and black circles represent non-infected animals.

198



Bertrand Bouchard Capacités chimio-sensorielles des cétacés
These de doctorat Chapitre 2 : Description des bases anatomiques et chimiques

199



Bertrand Bouchard Capacités chimio-sensorielles des cétacés
These de doctorat Conclusions et perspectives

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ces travaux de thése m’ont permis d’objectiver la réponse comportementale de plusieurs especes de
cétacés a des stimuli chimiques alimentaires, mettant en évidence 1’implication de la chémoréception
dans la perception multimodale de leur environnement. J’ai également contribué a 1’exploration des
structures neuro-anatomiques supportant cette perception, et a I’analyse des sécrétions susceptibles
d’étre impliquées dans une communication chimique. Nous verrons dans cette partie comment ces
données originales ouvrent de nouvelles perspectives pour appréhender les comportements de ces
mammiféres marins, particulierement dans un contexte de recherche de nourriture mais aussi de
déplacements a grande échelle. Les potentielles applications de ces connaissances fondamentales dans

les domaines de la gestion et de la conservation seront également discutées.

A. Contribution de I’étude a une meilleure compréhension de I’écologie et des

comportements des cétacés

1. La chémoréception intervient dans une perception multisensorielle
a) Chez les odontocétes, mise en évidence de sens chimiques fonctionnels

Dans un premier temps, les expériences sur le grand dauphin en milieu contr6lé ont révélé que les
odontocétes pourraient étre spontanément attirés par des composés solubles issus de leurs proies
(Manuscrit 1). Ceci n’avait jamais été démontré auparavant, méme si cela avait été suggéré (Torres
2017) sur la base de tests de sensibilité ou de discrimination gustative (Friedl et al. 1990, Kuznetzov
1990, Kremers et al. 2016). Trés récemment, des images issues d’appats sous-marins filmés (BRUV
pour « Baited Remote Underwater Video ») sont venues confirmer 1’attraction des odontocétes
sauvages pour des extraits de proies: des groupes de dauphins tachetés de I’Atlantique (Stenella
frontalis) au large des lles Sauvages (Portugal) se sont approchés du tube PVC percé contenant des

morceaux de sardine et ont tenté de le mordre a plusieurs reprises (Centre for Marine Futures 2015).
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La différence de réaction entre les animaux juvéniles et adultes observée dans notre étude s’explique
vraisemblablement par une plus forte exposition des jeunes au stimulus gustatif liée a leur motivation a
manipuler les objets et a réaliser la tache de discrimination. On ne peut cependant pas exclure une plus
forte sensibilité gustative chez les juvéniles, car plusieurs études anatomiques ont montré une réduction
des bourgeons du gotit avec 1’age (Komatsu & Yamasaki 1980, Kuznetzov 1990). Bien que cette
hypothése reste a tester expérimentalement, ceci pourrait étre lié a une importance particuliere de la
gustation lors des premiers stades de la vie, notamment pour la détection du lait maternel ainsi que dans
I’apprentissage de la discrimination des proies, tel que suggéré par Shindo et al. (1990) a la suite de la

description de bourgeons du gott sur I’arriére-langue d’un nouveau-né de baleine a bec de Stejneger.

L’¢étude de la chémoréception chez le grand dauphin et le globicéphale noir dans leur milieu naturel a
permis de révéler qu’ils peuvent percevoir le DMS, une molécule qui joue un réle crucial dans les
interactions trophiques en milieu marin (Savoca & Nevitt 2014). Ces deux espéces ont réagi a ce
stimulus en s’approchant de la zone de diffusion et dans le cas du globicéphale uniquement, en
exprimant des comportements de surface spécifiques comme le spyhopping (Manuscrit 2). Récemment,
de nouvelles expériences utilisant le méme protocole d’expositions ont été menées en collaboration avec
nos collégues de la University of Southern Denmark sur des groupes de marsouins communs dans la
mer du Nord. Elles ont montré que cette espéce cotiere réagit de fagon similaire au DMS (Torres Ortiz
et al., en préparation’), suggérant que cette molécule joue un role dans 1’écologie alimentaire des
odontocetes en général. Comme cela a été montré chez les oiseaux marins (Nevitt et al. 2004), les cétacés
a dent pourraient utiliser cet indice chimique comme indicateur de zones riches en proies. Les pics de
productivité marine ont lieu lorsque des eaux riches en nutriments atteignent la surface (upwelling), ce
qui a généralement lieu sur des zones de plusieurs kilométres autour des reliefs sous-marins (montagnes
sous-marines, talus, canyons, etc.) et au niveau des fronts océaniques (zones de séparation entre deux

masses d’eau ayant des caractéristiques physico-chimiques différentes) (Savoca & Nevitt 2014). Le

7" Torres-Ortiz, S., Bouchard, B., Serensen, K., Wahlberg, M., Campagna S., Célérier, A. Behavioural response
of free-ranging harbour porpoises (Phocoena phocoena) to DMS and to fish extract: a pilot study.
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DMS constitue donc un signal a large échelle d’une zone ou les proies des odontocétes (poissons et

céphalopodes) sont potentiellement abondantes.

Cette molécule étant émise dans des zones précises et de fagon réguliere au cours des saisons (Turner et
al. 1996), elle pourrait également étre utilisée par les animaux comme un repere spatial lors de leurs
déplacements sur de longues distances. Méme si d’une fagon générale, les odontocétes n’effectuent pas
de grandes migrations comme cela est le cas chez les mysticétes, certains effectuent néanmoins de longs
voyages. Les plus longs déplacements saisonniers sont effectués par les cachalots, dont les males
migrent des eaux tropicales aux régions froides chaque année (Perrin et al. 2009). D’autres odontocétes
tels que les dauphins pélagiques (Stenella sp.), les grands dauphins, les bélugas (Delphinapterus leucas),
les globicéphales, les dauphins de Risso (Grampus griseus) et les orques (Lockyer & Brown 1981,
Forcada 2009) se déplacent parfois sur des centaines de kilométres en fonction de la disponibilité de

leurs proies.

Jai fait le choix d’utiliser le DMS comme stimulus chimique lors des expériences en milieu naturel,
non seulement pour le réle central qu’il joue dans I’écosystéme marin, mais aussi parce qu’il est
extrémement volatile et que son odeur forte active intensément les circuits olfactifs méme a tres faible
concentration chez les oiseaux et les mammiféres, dont ’homme et le phoque commun (Taylor et al.
1969, Nevitt & Bonadonna 2005, Kowalewsky et al. 2006). J’ai pourtant souhaité dans un premier temps
utiliser des concentrations importantes de DMS (0.2 M), similaires a celles utilisées dans les expériences
sur les oiseaux procellariiformes, les manchots et les tortues marines (Pombo & Moreira 2010, Wright
etal. 2011, Dell’ Ariccia et al. 2014). Ces concentrations sont bien supérieures a celles qui sont mesurées
dans I’environnement, ou elles dépassent rarement les 10 nM, mais elles permettaient de s’assurer que
les animaux seraient exposés a des doses importantes méme a distance du diffuseur (Berresheim 1987,
Gali et al. 2013). Dans de futures études comportementales, il conviendrait donc d’utiliser le méme
protocole pour étudier la réaction des animaux a des doses plus faibles de DMS. Cela permettrait d’éviter
de provoquer d’éventuelles réactions non naturelles dues a un comportement d’exploration ou de
néophilie, voire d’aversion (Lopes et al. 2016) face a un stimulus chimique intense, plutdt qu’a la

poursuite d’un signal chimique 1ié a I’alimentation. Enfin, I’exposition d’odontocétes a d’autres stimuli
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chimiques pourrait confirmer 1’utilisation de la chémoréception dans un contexte alimentaire. Par
exemple, au cours d’expériences préliminaires effectuées dans le détroit de Gibraltar lors de la phase de
mise au point du protocole d’exposition, nous avons observé une attraction des globicéphales et des
grands dauphins par I’huile de foie de morue. II est probable que, comme chez la plupart des prédateurs
marins, ces signaux soient constitués d’un mélange de composés plutét que d’une molécule unique

(Bronmark & Hansson 2000).

Enfin, aprés la démonstration de I’utilisation des sens chimiques dans 1’écologie alimentaire des
odontocetes, il serait intéressant de déterminer leur contribution, en interaction avec les autres canaux
sensoriels, a la perception multimodale de I’environnement et leur implication dans les processus de
décisions. Il est possible de répondre a cette question grace par exemple a des tests de choix réalisés
dans des conditions contrdlées. Ce pourrait étre effectué dans un bassin reproduisant les conditions d’un
labyrinthe en Y. Une seule des branches contiendrait un stimulus attractif (poisson, jouet, etc.) et un
stimulus répulsif (auditif, visuel, chimique, thermique) serait diffusé aléatoirement dans une des
branches. Ceci permettrait de comprendre comment les odontocétes « hiérarchisent » les stimuli

sensoriels dans différents contextes, comme cela a été expérimenté chez les crustacés (Jurcak & Moore

2014).

b) Démonstration d’une chémoréception fonctionnelle chez les mysticétes,

Jjouant un role probablement crucial dans leur écologie

Contrairement aux odontocetes, I'utilisation des sens chimiques par les mysticetes est suspectée depuis
de nombreuses années et notamment depuis la description détaillée de leur systéme olfactif relativement
développé (Cave 1988, Thewissen et al. 2011, Godfrey et al. 2013). Les résultats obtenus lors des
expériences de diffusion de molécules liées a I’alimentation viennent confirmer que leur sens de
I’olfaction est effectivement fonctionnel, et qu’ils I'utilisent tres probablement dans un contexte de
recherche de nourriture. En effet, nos expériences sur les baleines a bosse suggerent qu’elles pourraient

étre sensibles au DMS (modification de leur activité acoustique), mais indiquent une réaction
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comportementale plus intense aux extraits chimiques de krill, leur proie principale (Manuscrit 3). La
perception du stimulus chimique a longue distance (plusieurs centaines de metres) a probablement fait
intervenir des récepteurs localisés dans les voies aériennes supérieures (cavité nasale). La détection
d’indices volatiles est susceptible de jouer un réle important dans 1’écologie alimentaire des baleines en
permettant la localisation des agrégations de krill a distance, méme si une chémoréception via la cavité
orale pourrait contribuer a proximité immédiate de la source. Nos expériences montrent que cette
perception est effective sur plusieurs centaines de métres, mais les distances parcourues entre les
différents sites de nourrissage et I’exemple des oiseaux marins suggérent qu’elle pourrait étre efficace
sur plusieurs dizaines voire centaines de kilométres (Cave 1988, Nevitt et al. 2004, Stern 2009). 11 est
¢galement envisageable que ces composés volatils soient utilisés comme indices environnementaux lors
de la migration chez les mysticétes, dont la plupart des espéces parcourent des milliers de kilométres
entre les sites d’alimentation et de reproduction. Ils pourraient donc contribuer a une perception
multimodale de I’environnement, conjointement a d’autres indices comme le géomagnétisme terrestre,
la direction et la vitesse des courants, les sources sonores (vagues autour des reliefs, zones d’activité
sismique), ainsi que la position du soleil et des étoiles (Wartzok & Ketten 1999, Kenney et al. 2001,
Stern 2009, Torres 2017). Certains auteurs ont également suggéré 1’utilisation de la chémoréception
dans ’eau, et notamment la perception des variations de salinité, pour 1’orientation sur de longues
distances (Kenney et al. 2001, Stern 2009, Torres 2017). Nos résultats corroborent cette hypothése d’ une
perception par des structures de la cavité orale : les baleines ont réagi plus intensément face a I’extrait
soluble de krill (contenant des composés volatiles et solubles) que face au DMS (volatile), en passant
notamment plus de temps a explorer la zone a proximité du stimulus chimique. Alors que le DMS est
trés volatile et peut a priori étre détecté a grande distance de la source uniquement dans 1’air, I’hydrolysat
de krill contient également des composés hydrosolubles comme des acides aminés, qui diffusent dans le
courant d’eau. Il est donc probable que ces composés, percus dans I’eau via la cavité orale, aient créé
un stimulus chimique supplémentaire expliquant une plus forte réponse comportementale et
I’observation d’une chimiotaxie. Les molécules diffusant plus lentement dans 1’eau que dans 1’air a
cause de sa plus grande viscosité, le signal chimique y est probablement pergu a une échelle beaucoup

plus limitée, de I’ordre de quelques centaines de métres (Torres 2017).
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Le DMS impliqué dans I’ingestion de plastique par les cétacés ?

Des études récentes chez les poissons et les oiseaux ont dévoilé un effet pervers de 1’attraction par
le DMS : cette molécule est émise par les déchets plastiques rejetés en mer. Ceci est di au fait
que les débris de plastiques qui flottent dans I’océan sont rapidement colonisés par différentes
especes de micro-organismes marins, un processus nommeé « biofouling ». Les algues qui
s’accumulent a leurs surfaces produisent naturellement du DMS dans des concentrations
importantes, supérieures a celles qui sont mesurées dans les zones de forte productivité primaire
(Savoca et al. 2016). Par conséquent, ce signal d’origine anthropique peut étre un leurre pour les
animaux qui 1’utilisent comme indice chimique, tel que cela a été démontré expérimentalement
chez I’anchois (Engraulis mordax) et récemment suggéré par des analyses multiparamétriques
chez oiseaux marins procellariiformes (Savoca et al. 2016, 2017). Il se pourrait donc que les
especes de cétacés qui sont attirés par le DMS s’approchent de zones d’agglomération de débris
plastiques (gyres) a la recherche de nourriture. Ce comportement augmenterait fortement le risque
d’ingestion accidentelle de macro et micro déchets plastiques dont les conséquences néfastes sur
leur santé sont clairement avérées (obstruction intestinale, toxicité chronique, etc.) (Gregory

2009, Jauniaux et al. 2014, Besseling et al. 2015, Fossi et al. 2016).

2. Description de potentielles structures chémoréceptrices dans la cavité orale

et les voies aériennes supérieures

Les résultats issus de 1’étude histologique et immunohistochimique ont suggéré la présence de structures
chémoréceptrices dans les cavités orale et nasale chez les odontocétes (Manuscrit 4). Nous avons
notamment mis en évidence des bourgeons du gotit chez un jeune marsouin commun, ce qui n’avait
jamais été montré chez cette espece. Ceci vient ajouter des arguments en faveur d’une gustation
fonctionnelle chez les odontocétes, au moins aux stades néo-natal et juvénile. De plus, 1'utilisation d’un
marqueur fluorescent spécifique du systéme gustatif (anticorps anti 5-HT) a induit un marquage positif
dans les tissus de langue chez le marsouin commun et le dauphin bleu et blanc (les analyses sont en

cours pour les autres espéces). Le résultat le plus surprenant est probablement la présence de récepteurs
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olfactifs dans certains tissus de la cavité orale chez ces individus. Ces résultats doivent maintenant étre
confirmés par d’autres études, notamment le marquage des autres protéines impliquées dans la
transmission du signal olfactif comme I’OMP. Si cette voie nerveuse est réellement fonctionnelle dans
la cavité orale, cela pourrait expliquer certains résultats comportementaux en milieu captif, comme la
détection de composés odorants par la cavité buccale appelée quasi-olfaction, ou les comportements de
« genital tracking »® (Kuznetzov 1990, Muraco & Kuczaj 2015). Un autre résultat remarquable est
I’observation d’un immunomarquage par des anticorps anti-OR dans les sacs aériens des 3 espéces chez
lesquelles ils ont été testés (marsouin commun, globicéphale noir et dauphin bleu et blanc). L’OR2
semble aussi avoir été détecté dans le passage nasal chez le dauphin bleu et blanc. La encore, de
nouvelles études sont nécessaires pour confirmer la présence de ces récepteurs dans les voies aériennes
supérieurs des odontocetes, et notamment la mise en évidence de la protéine OMP, typique des neurones
olfactifs matures des vertébrés (Kaupp 2010). De plus, il est nécessaire de déterminer quels sont les
trajets nerveux qui relient ces récepteurs au systéme nerveux central. La nécropsie étant de toute
¢évidence trop grossicre, la réalisation d’une IRM avec imagerie de diffusion (tractographie) serait utile
pour déceler des fibres nerveuses permettant la transmission du message olfactif. Un contrat de
collaboration de recherche a été établi avec I’équipe du service de Neuroradiologie de I’'Hopital Gui de
Chauliac qui dispose des équipements, des personnels et des compétences pour réaliser la collecte et
I’analyse des images IRM lors d’un futur échouage de cétacé en trés bon état de conservation (stade 1

tel que défini par le RNE (Van Canneyt et al. 2015)).

Au cours de la thése, nous n’avons pas eu d’opportunité pour collecter des échantillons de qualité chez
les mysticétes. Les événements d’échouages de gros cétacés sont en effet assez rares sur les cotes
francaises et lorsqu’ils se produisent, les interventions de nécropsie et de collectes d’échantillons sont
beaucoup plus difficiles a mettre en place d’un point de vue logistique. De plus, les structures
anatomiques d’intérét pour notre étude n’étant pas directement accessibles, leur prélévement nécessitent

un lourd travail de dissection sur des animaux de plusieurs tonnes. Il est donc pour I’instant impossible

8 Apposition du rostre sur la fente génitale d’un autre individu. Généralement observé chez les males envers les
femelles en période de reproduction.
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de savoir si les mysticétes possedent également ces potentielles structures chémoréceptrices. Les
résultats des études comportementales ont montré des réactions d’attraction vers les stimuli chimiques
comparables que celles des odontocétes (voire méme plus intenses : observation de comportements de
plongée, d’arrét de la navigation et d’aller-retours dans la zone de stimulation chez la baleine a bosse),
ce qui suggeére des similarités au niveau des mécanismes de perception. En revanche, il existe de grandes
différences entre odontoceétes et mysticétes concernant les régimes alimentaires et les capacités
acoustiques (capacité d’écholocation présente uniquement chez les premiers), ce qui pourrait étre 1ié a
des développements différents de leurs structures chémoréceptrices. Des études génétiques récentes
suggerent que c’est effectivement le cas pour ’olfaction au sens strict, qui parait s’étre adaptée
différentiellement a des écologies alimentaires distinctes. Kishida and Thewissen (2012) ont ainsi décrit
deux scénarios pour expliquer la réduction progressive des structures olfactives chez les odontocétes,
par rapport aux mysticétes : I’hypothése « filtration prioritaire» et 1’hypothése « écholocation
prioritaire » (Fig. 6). L hypothese « filtration prioritaire » stipule que, conjointement au développement
d’adaptations spécifiques au milieu aquatique, les ancétres communs des cétacés ont vu les genes
impliqués dans I’olfaction subir un relaichement de la sélection stabilisatrice. Ce relachement a été
maintenu chez les odontocétes, alors que chez les mysticétes une sélection purifiante a permis de
récupérer des genes fonctionnels et d’utiliser leur odorat pour trouver leur nourriture. A I’inverse,
I’hypothése « écholocation prioritaire » propose qu’une sélection purifiante a été maintenue chez
I’ancétre commun des cétacés, et a été relachée seulement lorsque 1’écholocation est apparue chez les
premiers odontocétes. Alors que les premiéres données étaient en faveur de I’hypothése filtration
(Kishida, Thewissen, Hayakawa, et al. 2015), les analyses récentes du gene de ’OMP incluant de
nombreuses especes de cétacés prédisent au contraire que la réduction des génes impliqués dans
I’olfaction a eu lieu chez les odontocétes apres 1’apparition de 1’écholocation, et indépendamment chez

différentes especes (modele D ci-dessous) (Springer & Gatesy 2017).
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Figure 6. Différentes hypothéses expliquant 1’évolution du géne OMP chez les cétacés. Les deux
principales sont I’hypothese « filtration prioritaire » (A) qui stipule un reldchement (vert clair) de la
sélection stabilisatrice chez les ancétres communs aux odontocétes et aux mysticetes, et [’hypothése
« écholocation prioritaire » (B) qui prévoit que ce relachement a eu lieu plus tard et uniquement chez
les odontocetes. Les taxons ayant conservé un géne OMP fonctionel sont représentés en vert foncé. Les
derni¢res analyses suggerent que le second scénario est le plus plausible, et en particulier plusieurs
inactivations du géne OMP par des mutations indépendantes (triangles noirs) dans les différentes

branches d’odontocétes (rouge) (C). D’aprés Sringer & Gatesy (2017).

3. Des sécrétions caractérisées par une importante diversité chimique

Les résultats de 1’analyse chimique des composés volatiles présents dans les urines et les feces de
marsouin commun n’ont pour 1’instant pas permis de mettre en évidence une différence significative
entre males et femelles, ni entre les animaux juvéniles et matures (Manuscrit 5). A ce stade des analyses,

la présence de molécules informatives n’a pas pu étre révélée dans ces excrétas de marsouin commun.
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Les tests statistiques n’ont pour l'instant pas révélé de différences significatives entre les classes
chimiques de molécules, mais il convient d’analyser les échantillons récemment collectés en 2017 pour
augmenter la puissance statistique de ces analyses et équilibrer les effectifs des différentes classes (sexe,
age...). Par ailleurs, comme mentionné dans le chapitre 2.B, de nouvelles analyses par chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse permettront de compléter 1’analyse chimique de nos

échantillons.

Une difficulté dans I’interprétation de cette étude est qu’elle repose sur 1’analyse d’échantillons prélevés
sur des animaux échoués. Les échouages constituent en effet la principale source possible de
prélévement chez les cétacés sauvages et représentent donc 1’unique moyen de réaliser des analyses
biologiques systématiques sur des effectifs significatifs d’individus. Mais cet avantage de la quantité
d’échantillons est associé¢ a une importante variabilité de leur qualité. Celle-ci dépend des conditions de
prélevement sur le terrain et notamment du temps écoulé entre la mort de l’individu et le
prélévement/stockage a -20°C, qui entraine la dégradation des échantillons biologiques (notamment des
feces, de par la présence importante de bactéries). Il semble également que la cause de la mort affecte
significativement la composition chimique des échantillons, en raison des impacts d’une éventuelle
pathologie sur le métabolisme des individus. L’ajout de données supplémentaires dans notre étude
(inclusion des échantillons collectés en 2017) devrait nous permettre de micux analyser I’influence des

facteurs qui peuvent modifier le profil chimique des excrétas comme le sexe ou I’age des individus.

Idéalement, cette étude devrait inclure des échantillons de sécrétions d’individus vivants et sains. Ceci
permettrait d’établir des « profils chimiques » controles et d’identifier éventuellement des marqueurs
chimiques associés a différentes causes de mortalité (famine, pathologies, stress associ¢ a une capture
accidentelle...), autant de marqueurs biologiques utilisables en complément des examens réalisés en
routine lors des nécropsies et visant a établir clairement les causes de déces des individus échoués.
Cependant, les prélévements sur animaux sains et vivants sont difficiles a obtenir car les cétacés ¢levés
en captivé sont peu nombreux et ils ne sont pas tous entrainés a se préter volontairement aux
prélévements d’échantillons, notamment urinaires et fécaux. Des prélévements moins invasifs (souftles,

frottis...) sur animaux sauvages sont envisageables lors d’une étude de terrain impliquant la capture de
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dauphins, comme cela a été fait chez les grands dauphins du golfe du Mexique suite a 1’accident de la
plateforme pétroliere Deepwater Horizon (Schwacke et al. 2014). Mais ce type d’expérience nécessite
une logistique importante et occasionne un stress important chez les animaux, ce qui est difficilement
envisageable chez de nombreuses espéces et susceptible également de modifier la composition des
sécrétions. Chez les mysticétes, [’analyse des sécrétions (urine, féces, sécrétions cutanées) chez des
animaux sains pourrait éventuellement passer par I’analyse de 1’eau dans la traine des animaux (fluke
print). Cependant, nous avons pu constater que ces échantillons représentent un vrai défi logistique
puisqu’il faut collecter de gros volumes d’eau pour pouvoir ensuite concentrer progressivement les
¢chantillons avant de procéder aux analyses chimiques. Par ailleurs, de par la forte salinité des
¢chantillons, des étapes d’¢élimination des ions sont nécessaires avant toute analyse chimique et sont
généralement difficiles de mise en ceuvre. Comme nous I’avons mentionné pour les prélévements de
souffle (air exhalé), il est aussi primordial de mettre au point des protocoles de collecte, de transport et

de stockage des échantillons qui n’altérent pas leur qualité et évitent les contaminations.

En parallele de ces analyses chimiques, il serait intéressant de déterminer spécifiquement la présence,
dans I’'urine des cétacés, de protéines urinaires majeures (MUP). Celles-ci sont impliquées dans la
communication chimique chez les rongeurs, chez qui elles jouent le role de transporteur et de
stabilisateur pour les phéromones (Hurst et al. 1998). Elles peuvent également avoir elles-mémes une
fonction de phéromone (Chamero et al. 2007). Sauf quelques rares exceptions (dont ’Homme), tous les
mammiféres étudiés jusqu’a présent possédent au moins un géne de MUP (21 chez la souris) mais il
n’existe aucune donnée chez les cétacés (Logan et al. 2008). Notre équipe a donc récemment mis en
place une collaboration avec 1’équipe de Bio-informatique de 1’ Institut des Sciences de I’Environnement
de Montpellier (Séverine Bérard) afin de déterminer si les cétacés possédent une copie fonctionnelle de

ce geéne, ce qui serait un argument en faveur d’une possible communication chimique chez ces espéces.

Enfin, une communication chimique pourrait exister entre la mére et le jeune, aussi bien durant
I’allaitement que lors des fréquents comportements de « goosing » lors desquels la mére appose son
rostre sur la fente génitale du nouveau-né. Il serait donc intéressant d’étudier les composés chimiques

présents dans le lait et le colostrum, ainsi que la composition des sécrétions des glandes situées dans la
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région mammaire. Chez les ongulés, ces signaux permettent une discrimination interspécifique et
interindividuelle, et seraient reconnus a la fois par des structures nasales et orales (Schaal 2010). De par
leur proximité phylogénétique, on peut émettre I’hypothése que les nouveau-nés cétacés reconnaissent
et localisent également la mamelle de leur mére grace a la signature chimique des sécrétions mammaires.
11 a été montré chez le grand dauphin que la mére sécréte spontanément du lait au cours du premier mois
post-partum, méme en I’absence de stimulation mécanique de la région mammaire (Muraco 2015). Cette
sécrétion pourrait donc constituer une piste chimique qui guiderait les nouveau-nés en quéte de
nourriture vers la mamelle de leur meére. Ceci est appuyé par le fait que les cétacés juvéniles présentent
des structures chémoréceptrices plus développées dans la cavité orale et montrent une meilleure
discrimination des composés li¢s a I’alimentation que les adultes (Komatsu & Yamasaki 1980, Kienle
et al. 2015, Bouchard et al. 2017). Des expériences comportementales sur des nouveau-nés en captivité,
couplées a une analyse de la composition chimique du lait de leur mére, seraient utiles pour confirmer

cette hypothese.
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B. Potentielles applications pour la conservation des cétacés

1. Utilisation de répulsifs chimiques pour réduire la mortalité due aux

activités humaines

Bien que la plupart des cétacés soient protégés au niveau national et international, de nombreux
individus sont involontairement mais réguliérement tués ou blessés par des activités humaines. Une des
causes importante de mortalité chez les grands cétacés a 1’échelle mondiale est la collision avec les
navires (Van Waerebeek et al. 2007). C’est le cas en méditerranée occidentale et sur la cote ouest des
Etats-Unis ou la circulation des ferrys et des cargos est la premicre cause de mortalité des rorquals
communs et bleus, respectivement (Panigada et al. 2006, Berman-Kowalewski et al. 2010). C’est
¢galement le cas pour les baleines franches de I’atlantique nord, dont la population est au bord de
I’extinction, chez laquelle les nouveau-nés et les juvéniles sont encore plus vulnérables aux collisions
que les adultes (Knowlton & Kraus 2001, Kraus et al. 2005). Les causes exactes d’un si fort impact des
collisions et de I’absence d’évitement chez les baleines sont encore inconnues, mais il semble qu’elles

ne réagissent pas au bruit des bateaux de commerce (Nowacek et al. 2004).

La péche est I’autre cause majeure de mortalité d’origine anthropique chez les cétacés. Chez les petits
cétacés, la péche aux filets maillants et au chalut provoque la plupart des captures accidentelles, alors
que la palangre cause des dommages plus occasionnels (Gilman et al. 2006, Reeves et al. 2013, Peltier
et al. 2016). Les mysticetes sont également victimes des filets maillants, qui méme s’ils ne les étouffent
pas directement, peuvent provoquer des lésions importantes voire fatales (Reeves et al. 2013). D’autres
engins de péche, notamment ceux utilisés pour la capture des crustacés (homards, crabes), provoquent
des dommages considérables (Knowlton & Kraus 2001). Un exemple cruel est le pic de mortalité
observé au cours de cet été 2017, avec I’échouage d’une dizaine de baleines franches dont la plupart

montrent des traces d’enchevétrement (Péches et Océans Canada 2017).

Des solutions ont été étudiées et, pour certaines, appliquées a plus ou moins grande échelle. Par exemple,
pour diminuer les collisions des baleines franches avec les navires, certaines voies de trafic maritime

ont été déroutées et la vitesse des bateaux régulée en Atlantique du Nord (Vanderlaan & Taggart 2009).
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Des systémes de signalement par et pour les navires de commerce et les ferrys sont en cours de mise en
place dans le sanctuaire Pelagos en Méditerranée (Souffleurs d’Ecume 2016). Pour diminuer les prises
accidentelles, des répulsifs acoustiques sont également utilisés avec une efficacité qui peut grandement

varier en fonction notamment de 1’espéce de cétacé et du type de péche (Dawson et al. 2012).

Les résultats obtenus dans cette étude permettent d’envisager, en complément de ces solutions, le
développement de répulsifs chimiques. De nouvelles études comportementales en conditions réelles sont
maintenant nécessaires pour tester les composés pouvant avoir un effet répulsif. Des résultats concluants
ont déja été obtenus chez les oiseaux marins en diffusant de 1’huile de foie de requin dans le sillage des
bateaux de péche dans le but de réduire les prises accessoires dans les palangres (Pierre & Norden 2006).
Cette substance pourrait également posséder des propriétés aversives chez les cétacés car les grands
requins sont des prédateurs avérés de nombreuses especes d’odontocétes et mysticétes (Bornatowski et
al. 2012, Smith et al. 2017). Les composés agissant sur le systeéme trigéminal comme la capsaicine, la
pipérine ou le camphre ont également un fort effet répulsif chez les oiseaux marins (Gasco & Pierre
2007). Notre équipe a d’ailleurs testé de facon empirique le pouvoir répulsif du camphre chez le phoque
gris, qui a montré d’intenses réactions d’aversion a courte distance (non publié). Il serait donc tres
intéressant d’étudier 1’effet de ces molécules sur les cétacés en s’inspirant de notre méthodologie et de
tester une éventuelle habituation. S’ils s’avérent avoir un effet répulsif suffisant en termes d’intensité et
de durée, et que leur utilisation est réaliste d’un point de vue économique, leur utilisation sur les engins

de péche pourrait étre testée en conditions réelles.

213



Bertrand Bouchard Capacités chimio-sensorielles des cétacés
These de doctorat Conclusions et perspectives

Utilisation de substances attractives : nécessité d’une régulation ?

La mise en évidence de capacités chimio-sensorielles pourrait susciter un intérét commercial,
notamment chez les opérateurs de croisieres d’observation des cétacés. Ces derniers seraient
susceptibles de vouloir utiliser des substances attractives pour maximiser les chances de rencontres
ou augmenter le temps d’interaction a proximité du bateau. Cette technique d’appatage (ou
« chuming ») est déja utilisée par 1’industrie du tourisme ornithologique, notamment pour attirer
les oiseaux marins grace a des huiles de poisson. C’est également une pratique courante pour les
activités d’observation de requins en plongée, au cours desquelles des morceaux de proies
permettent d’attirer chimiquement les animaux. Ces pratiques sont trés controversées car elles
peuvent avoir des conséquences néfastes sur la conservation de ces especes. Les animaux ainsi
leurrés par des signaux chimiques, alloueraient moins de temps a la recherche de proies réelles ou
aux autres comportements naturels nécessaires a leur survie et leur reproduction (Hammerschlag et
al. 2012, Newsome & Rodger 2013, Gallagher et al. 2015). Par conséquent, il serait souhaitable de

réguler I'utilisation de ces substances et d’étudier les conséquences de leur utilisation éventuelle.

2. Prédiction des déplacements et de I’utilisation de I’habitat

La prédiction les déplacements des cétacés est particulierement utile pour la mise en place d’aires
marines protégées et la régulation des activités humaines potentiellement néfastes comme la péche, la
navigation ou I’utilisation de sonars. Elle permet également, grace notamment a I’apport des données
issues de 1’écologie sensorielle, de mieux appréhender les futurs effets des changements climatiques sur
ces mouvements et la distribution des especes. L’¢élaboration des modeles de prédiction de déplacements
nécessite, entre autres, de comprendre comment les animaux percoivent les stimuli sensoriels
environnementaux et les intégrent dans la prise de décision. Cette derniére doit permettre une réponse
adaptative aux variations de I’environnement, et résulte de 1’intégration conjointe des stimuli externes
et de différents facteurs tels que I’expérience passée (apprentissage et mémoire) ou 1’état physiologique

(état de satiété, repos, reproduction, etc.) (Avgar et al. 2013).

Avec ces nouvelles connaissances sur la perception des signaux chimiques chez les cétacés, notre étude

apporte des ¢léments qui permettront d’affiner la modélisation de leurs mouvements et de leur habitat.
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Les protocoles comportementaux utilisés ici pourront inspirer de nouvelles recherches sur les réactions
de ces animaux a divers composés chimiques, attractifs ou répulsifs, naturellement présents dans leur
environnement. Comme dans le cas des poissons, des tortues et des oiseaux (Kasumyan 2004, Hays et
al. 2014, Reynolds et al. 2015), I’intégration des données sur la chémoréception aux connaissances
générales déja acquises sur d’autres modalités sensorielles permettra donc de mieux comprendre
comment ces grands prédateurs trouvent leur nourriture et s’orientent dans 1’océan. Cette démarche est
de plus en plus utilisée en écologie et les prédictions de distribution des espéces, notamment en réponse
aux changements climatiques, commencent maintenant a intégrer les signaux chimiques dans leurs
modeles (voir par exemple 1’étude sur les oiseaux marins en arctique effectuée par Huettmann et al.,

2011).

En paralléle de ces connaissances, il convient donc de continuer a décrire plus précisément les paysages
sensoriels de I’environnement marin dans lesquels ces animaux évoluent. En ce qui concerne la
chémoréception, ceci inclut I’analyse des diverses molécules chimiques auxquelles sont exposés les

cétacés et la mesure de leurs variations dans 1’espace et dans le temps.

3. Applications pour les programmes de réhabilitation et de ré-introduction

Les résultats de cette étude, en révélant les capacités chimio-sensorielles des cétacés, permettent
d’envisager plusieurs applications dans les structures hébergeant des odontocétes en captivité. Les
principales espéces de cétacés captifs sont le grand dauphin et 1’orque, mais on trouve également des
marsouins communs, des belugas, ainsi que des dauphins de 1’Amazone (/nia geoffrensis). La grande
majorité appartient a des parcs d’attraction qui les utilisent essentiellement a des fins commerciales.
Cependant, il existe aussi quelques rares centres de recherche et/ou réhabilitation ou les animaux ne
participent pas a des spectacles mais sont intégrés dans des programmes scientifiques et de
sensibilisation du public a la protection de I’environnement (ex. Fjord and Baelt, Danemark ou The

Marine Mammal Center aux USA).

Les sources de stress sont nombreuses pour les cétacés captifs et sont principalement liées a

I’environnement du bassin qui peut restreindre leurs mouvements, a 1’alimentation (absence de proies
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naturelles vivantes et nourrissage manuel) et a la constitution de groupes sociaux artificiels (Morgan &
Tromborg 2007). L’exposition a des stimuli sensoriels stressants, comme des sons ou des lumieres
intenses (notamment durant les spectacles, dans les delphinariums), peut également affecter le bien-&tre
des animaux (Morgan & Tromborg 2007). Notre étude pousse donc a s’interroger sur la présence de
composés chimiques susceptibles de provoquer un stress, et notamment les odeurs de prédateurs qui
sont connues affecter plusieurs espéces de mammiferes en conditions de captivité, tels que les ongulés
ou le castor (Engelhart & Miiller-Schwarze 1995). Dans les delphinariums ou les deux espéces sont
présentes, les dauphins pourraient percevoir la signature chimique des orques, qui représentent un de
leurs principaux prédateurs naturels (Weller 2009). Une étude de leur réaction comportementale a la
diffusion de sécrétions d’orques (volatiles et solubles) permettrait d’investiguer cette question en vue
d’établir d’éventuelles recommandations. De plus, si une communication chimique intra-spécifique était
avérée chez les odontocetes, celle-ci devrait étre prise en considération dans la gestion de leur bien-étre
et de leur reproduction. En effet, des signaux chimiques émis par d’autres individus, présents dans I’eau
du bassin ou I’air ambiant, pourraient expliquer certains comportements de stress (agressivite,
stéréotypies, etc.) comme cela a été montré chez les rongeurs et les ongulés captifs (Schultz & Tapp

1973, Vieuille-Thomas & Signoret 1992).

Au contraire, la diffusion de composés chimiques appropriés dans I’environnement d’odontocétes
captifs pourrait contribuer a leur bien-étre et au succes de programmes de réintroduction. La stimulation
sensorielle des animaux en captivité est efficace pour augmenter leur répertoire comportemental,
améliorer 'utilisation positive de 1’environnement et réduire les comportements aberrants comme la
stéréotypie (Wells 2009). En dehors des spectacles ou les cétacés sont exposés a des stimulations
sensorielles excessives (sons et lumicres essentiellement), les animaux maintenus en delphinarium
vivent dans des milieux extrémement pauvres en termes de stimulation sensorielle, en regard de leurs
conditions de vie naturelles. Cela est particuliérement notable pour 1’environnement chimique puisque
les nettoyages et les désinfections fréquentes y éliminent la plupart de la diversité des composés
ambiants, aboutissant a une éventuelle privation sensorielle. L’usage de stimulations chimiques adaptées

pourrait donc constituer un enrichissement non négligeable et avoir un impact tres favorable sur le bien-
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étre des animaux. Des expériences chez des lions (Panthera leo) captifs ont en effet montré les bienfaits
sur le comportement de composés qui ont un sens biologique comme les excrétas de proies. D’autres
molécules auxquelles les animaux sont naifs, comme certaines huiles essentielles (ex. lavande,
camomille, menthe poivrée, etc.), permettent également de diminuer le stress dans les refuges canins et
les animaleries de laboratoire (Wells 2009). Une expérience récente chez ’otarie de Californie confirme
I’efficacité d’odeurs naturelles et artificielles chez les pinnipedes pour augmenter leur exploration de
I’environnement et réduire leurs comportements de stéréotypie (Samuelson et al. 2016). De tels résultats
encouragent vivement a la réalisation d’expériences similaires chez les odontocetes captifs. De plus, si
des phéromones maternelles ou sexuelles étaient identifiées (Muraco 2015), leur usage pourrait
¢galement avoir un effet positif sur les comportement sociaux et alimentaires des jeunes, comme cela a
¢été montré chez les porcs d’élevage (Sus scrofa domesticus) (McGlone & Anderson 2002). Le stress des
animaux étant un des facteurs limitants du succés de la réhabilitation de cétacés blessés (Barnett 2002,
Zagzebski et al. 2006), ces techniques d’enrichissement pourraient accroitre les chances de pouvoir
relacher les animaux soignés. D’autre part, des programmes de reproduction en captivité commencent a
étre envisagés pour les especes fortement menacées comme le vaquita (Phocoena sinus) ou le dauphin
de I’lrrawaddy (Orcaella brevirostris) dans le but ultime de les réintroduire dans leur milieu naturel
(Curry et al. 2013). L’utilisation de potentielles phéromones identifiées chez les cétacés ou la
présentation des odeurs du partenaire sexuel avant 1’accouplement sont susceptibles d’améliorer le
succes reproducteur dans ces structures, comme cela est le cas pour d’autres especes comme le panda

géant (Ailuropoda melanoleuca) et le guépard (Acinonyx jubats) (Campbell-Palmer & Rosell 2011).
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C. Conclusion générale

Comme nous I’avons vu précédemment, les résultats de cette thése permettent d’approfondir nos
connaissances sur 1’écologie sensorielle des cétacés. Méme si I’audition représente le canal sensoriel
principal chez ces mammiféres marins, nos travaux mettent 1’accent sur une probable implication des
sens chimiques dans une perception multimodale d’un environnement complexe et changeant. Ces
données pourront, je 1’espere, contribuer a la préservation des cétacés que ce soit par une meilleure
compréhension de leurs comportements et de leurs déplacements ou par des applications pratiques telles

que celles mentionnées dans le paragraphe précédent.

Finalement, cette étude encourage également a de nouvelles recherches sur les capacités chimio-
sensorielles des autres groupes de mammiferes vivant dans I’eau comme les pinnipedes, les siréniens,
les loutres et les hippopotames. Ceux-ci varient par leurs origines phylogénétiques, leurs écologies
alimentaires et leurs degrés d’adaptation au milieu aquatique. La fagon dont les sens chimiques ont
évolués en fonction de ces différents facteurs pourrait donc étre mieux comprise grace a une étude

comparative multi-especes.

L’étude comportementale des cétacés pose des défis considérables car ils évoluent dans un milieu
souvent difficilement accessible et passent une grande partie de leur vie sous la surface, invisibles a nos
yeux. Heureusement, ces derniéres années ont vu 1’apparition de nouveaux outils de télémétrie, de suivi
acoustique et d’imagerie aérienne (drones) qui permettent I’acquisition de données trés utiles et en
grande quantité. Ces avancées technologiques promettent de belles découvertes pour les chercheurs qui
tenteront de comprendre 1’écologie sensorielle de ces animaux fascinants. Comme un vaste océan encore

a explorer.
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ANNEXES

A. Etude des excrétas de cétacés par une technique alternative a la chimie :

utilisation d’un chien de détection

Comme nous I’avons vu précédemment (Manuscrit 5), la détection d’un signal par des méthodes
d’analyses chimiques, dans les sécrétions des cétacés se heurte a différentes contraintes et difficultés
techniques, logistiques et théoriques. De méme, 1’observation directe des réactions comportementales
ou physiologiques a des signaux sociaux chez ces animaux, méme en captivité, demeure encore trop
ambitieuse dans I’état actuel de nos connaissances. Face aux limites de la démarche analytique classique,
j’ai donc cherché une alternative pour tenter de mettre en évidence une éventuelle signature chimique

susceptible d’étre pergue et reconnue par les cétacés dans les excrétas de leurs congénéres.

Mon choix s’est orienté vers des expériences comportementales, basées sur 1’utilisation d’un “nez
biologique” dans un protocole de discrimination olfactive. Le principe a la base de cette idée est le
suivant : si un animal peut percevoir la différence entre les excrétas de deux groupes d’individus (ex.
males et femelles), c’est qu’il existe des signaux chimiques spécifiques a ces deux groupes. Ce type
d’expérience n’étant a ’heure actuelle par réalisable sur les cétacés eux-mémes, car cela nécessite un
apprentissage et un conditionnement trés long avec des cétacés captifs dont trés peu d’individus sont par
ailleurs disponibles pour la recherche (pour réaliser les expériences comportementales mais aussi pour
disposer de suffisamment d’échantillons chimiques a tester). Par conséquent, j’ai décidé d’utiliser un
animal présentant déja des dispositions pour ce type de test, facilement conditionnable et dont
Pefficacité a été prouvée dans d’autres contextes expérimentaux : un chien renifleur (ou chien de

détection) (Johnen et al. 2013).

En effet, les chiens possédent une acuité olfactive remarquable, exploitée depuis trés longtemps par
I’homme pour trouver des indices olfactifs de la présence d’animaux dont I’homme (ex. victimes

d’avalanches ou de tremblements de terre, identification de criminels, etc.), de végétaux (ex. truffes) ou
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de produits illégaux (stupéfiants ou explosifs). Aujourd’hui de nouvelles applications voient le jour dans
le domaine du diagnostic médical et de la conservation d’espeéces menacées (Hurt & Smith 2009, Bijland
et al. 2013). En collaboration avec une collégue du CEFE, Nathalie Espuno, qui posséde un chien de
détection, nous avons mis en place un protocole permettant de tester la présence d’un signal chimique
codant pour le sexe chez le marsouin commun. Ce protocole est adapté des techniques développées par
la police du Royaume-Uni pour tester les performances des chiens entrainés a 1'identification d'odeurs
(Porritt et al. 2015). Le principe consiste a conditionner un chien a reconnaitre 1’empreinte olfactive
commune aux féces d’individus femelles (¢tape de généralisation). Une phase d’apprentissage, basée
sur les principes du conditionnement opérant (Skinner 1938), est poursuivie jusqu'a ce que le taux de
succes atteigne 80%. Une phase de test utilisant de nouveaux échantillons permet d’objectiver cette
reconnaissance. Il s’agit de présenter au chien 6 échantillons de féces dont 1’un, choisi de fagon aléatoire,
provient d’une femelle alors que les cing autres proviennent de males. Ce test est répété 5 fois afin
d’obtenir une probabilité¢ de choix correct par chance inférieure a 1% (Porritt et al. 2015). Un choix
correct est comptabilisé lorsque le chien indique 1’échantillon femelle et n'indique aucun échantillon
male. L'indication d’un échantillon male ou la non-indication d’un échantillon femelle sont considérés

comme des erreurs.

Afin d’établir les courbes d’apprentissage basales pour ce type d’expérience et ne disposant que d’une
quantité limitée de feces de marsouins, nous avons entrainé le chien a réaliser la tache discriminative
sur une autre espéce de mammifére dans un premier temps. Ainsi, nous avons débuté 1’entrainement du
chien Leia en utilisant des crottes de microcebes (Microcebus murinus) captifs, élevés pour la recherche
en neurosciences a I’Université de Montpellier. Cette espece a été choisi car elle nous permettait un
acces a un grand nombre d’échantillons d’animaux identifiés, sexuellement matures et élevés dans des
conditions contrdlés, tout en nous offrant une diversité génétique plus large (et donc plus proche de
celles d’animaux sauvages) que celle de rats ou souris de laboratoire. Le controle étroit des facteurs de
variation de la composition chimique des féces (autres que le sexe), notamment grace a un régime
alimentaire identique pour tous les animaux, permet de limiter la présence de composés susceptibles

d’interférer avec la recherche du signal “sexe” lors de la tache de discrimination. A I’issue de cette phase
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d’apprentissage et de la validation de la phase de test avec les échantillons de microcébes, nous
répéterons la procédure avec les crottes de marsouins males et femelles dont nous disposons. Cette
deuxieéme étape devrait débuter a I’automne 2017 puisque Leia montre déja des taux de réussite de
I’ordre de 60 - 70% avec les odeurs de microcebe. En comparaison, les odeurs de marsouins présentent
une variabilité chimique beaucoup plus importante (cf. analyses chimiques) probablement liée a des
différences individuelles telles que 1’age, le régime alimentaire, ou la cause de la mort (maladie
infectieuse, trauma, etc.) et le degré de décomposition. Nous faisons 1I’hypothése que 1'entrainement a
l'identification du sexe femelle sur des crottes de microcebe facilitera I'apprentissage de l'identification

du sexe femelle sur les crottes de marsouins.

Ainsi, si le chien renifleur est capable de discriminer les sécrétions d’individus femelles des individus
males, I’hypothése selon laquelle les marsouins présentent des signaux chimiques codant pour leur genre
sera appuyée. Bien que de tels résultats ne permettent pas de déterminer directement si les marsouins
percoivent et utilisent ces signaux, (percus par le chien), ils constitueraient néanmoins une avancée

indirecte dans le sens d’une communication probable chez les odontocétes.
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B. Test de choix appliqué aux odontocétes sauvages

Apres avoir mis en évidence une attraction envers un extrait de proie chez les grands dauphins juvéniles
en captivité (Manuscrit 1), j’ai voulu tester si ces résultats étaient extrapolables chez leurs congénéres
sauvages. J’ai donc tenté de transposer le protocole expérimental dans le milieu naturel, en exposant des

groupes de cétacés a un stimulus chimique alimentaire.

PRINCIPE ET METHODOLOGIE

L’objectif était de mesurer la réaction comportementale des grands dauphins et des globicéphales lors
qu’ils sont exposés a un extrait de proies. Nous avons construit un dispositif de diffusion de solutions
test (2 kg de mélange d’hydrolysats de poissons et de calmar en proportions égales dilu¢s dans 30 L
d’eau de mer) et témoin (100 g d’argile marron dilués dans 30 L d’eau de mer) sur le pont d’un navire
de 9 m (Fig. 1). Deux boules inox percées (boules de diffusion) étaient maintenues dans le sillage,
distantes de 11 m, alors que le navire naviguait a vitesse modérée (inférieure a 5 nceuds). Dans chaque
boule, une solution chimique était déversée en flux continu par un tube PVC flexible depuis le réservoir
de 50 L fixé sur le pont a 2 m de hauteur. L’ouverture des réservoirs était contrélée par un
expérimentateur, permettant de déverser les solutions dans les boules de diffusion simultanément, avec
un débit de 0.1 L/sec, créant deux « cones » d’exposition sur les cotés du navire. Cette expérience a été
menée dans le détroit de Gibraltar, une zone ou les populations résidentes de grands dauphins et de

globicéphales sont facilement observables dans un périmetre restreint.

Apres avoir repéré un groupe de cétacés (grands dauphins ou globicéphales) naviguant en mer, le
capitaine positionnait le bateau devant leur trajectoire a une distance d’environ 40 m. Si le groupe
maintenait sa trajectoire et suivait le bateau, les solutions étaient déversées pendant 4 minutes ou jusqu’a

ce que le groupe change de direction et s’¢loigne du navire d’une distance supérieur a 100 m.

Nous avons mené deux types d’expositions :

- Des essais d’ « Exposition chimique de type choix» : diffusion simultanée d’une solution test
d’un coté et d’une solution témoin de I’autre coté (test de discrimination) ;

- Des essais « Controle neutre » : diffusion de la solution témoin de chaque co6té.

223



Bertrand Bouchard Capacités chimio-sensorielles des cétacés
These de doctorat Annexes

Le coté ou était déversée la solution test (extraits de proie) était défini par tirage aléatoire. La zone
d’exposition était filmée par deux caméras fixées sur des perches positionnées en hauteur (4 m au-dessus
du pont). Un biologiste, qui ignorait le type de substance déversé, a ensuite compté sur les
enregistrements vidéos le nombre de total de respirations de cétacés dans chaque zone d’exposition
(Gauche, Centrale et Droite, sur différentes distances a I’arriére du navire : 10, 20, 30 et 40 m). Le
nombre de respirations divisé par le produit du nombre d’individu et par le temps d’exposition nous a

permis d’obtenir une fréquence respiratoire (FR, exprimée en nombre de respiration x individu x min-
D

nombre de respirations

FR =
nombre d'individus . temps d'exposition

Zone 10 m Fone 20 m Zone 30 m Zone 40 m

Boule de diffusion

flotteur
XQ\\
Perche .

- : ~
(fibre de verre) \Jx

Tube PVC souple

Zone Gauche

O"’ 7m 11'm

Bateau < . Zone Centrale

Reéservoir 50 L

Zone Droite

1 m

Figure 1. Dispositif de diffusion d’exposer les cétacés nageant dans le sillage du bateau a deux stimuli

chimiques simultanément.
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Nous avons effectué deux types d’analyses :

- Pour les tests d’exposition chimique de type choix uniquement, nous avons testé s’il existait une
différence de FR entre la zone « test », et la zone « témoin » (test de discrimination). En effet,
nous avons émis 1’hypothése qu’une attraction par les extraits de proies pourrait induire une
présence des animaux plus importante dans la zone « test ». Nous avons donc comparé les FR
entre la zone « test » et la zone « témoin » en testant la différence (FRtest — FR1émoin) grace a un
test T de Student.

- Pour tous les essais (« Exposition chimique » + « Contrdle neutre »), nous avons testé si la
diffusion d’un extrait de proie (lors des essais « Exposition chimique») pouvait augmenter la
fréquence respiratoire sur 1’ensemble des zones, par rapport a une solution témoin (essais
« Controle neutre») d’une fagon similaire a un test de type « go - no go ». Nous avons évalué si

la différence entre les FR était significative grace a un test T de Student.

La séquence des essais « Exposition chimique de type choix» et « Controles neutres» suivait un ordre
aléatoire. Toutes les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel R. Pour chaque expérience,
nous avons en plus mesuré I’influence de plusieurs facteurs sur la variable de réponse (FR) grace a des
modeles linéaires, en incluant non seulement le type de stimulus chimique (extrait de proies vs. argile),
mais également I’espéce de cétacé (grand dauphin ou globicéphale), la vitesse du bateau, la présence de
juvéniles dans le groupes, I’heure de la journée, le jour de I’expérience et la position de 1’essai dans la
séquence d’exposition. Un modele global a tout d’abord été construit, puis le modele le plus

parcimonieux a été sélectionné en se basant sur I’ AIC grace a la fonction dredge (package MuMIn).

Figure 2. Détail du systéme de diffusion de composé chimique (A) et approche d’une boule de diffusion

par un globicéphale (B).
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RESULTATS

Nous avons effectué un total de 58 essais : 36 essais « exposition chimique de type choix » (18 avec
I’extrait de proies a gauches, et 18 a droite) et 22 essais « contrdle neutre ». La durée moyenne des
séquences d’exposition était de 116 = 76 sec. (de 15 a 240 sec.). Les essais ont été effectués sur plus de
groupes de grands dauphins (48 groupes, soit 233 individus) que de globicéphales (16 groupes, soit 116

individus).

Test de préférence (coté « test » vs. coté « Témoin »)

En prenant en compte les 36 essais « Exposition chimique de type choix» uniquement, nos résultats
montrent que la FR ne varie pas significativement en fonction du c6té ou se trouve ’extrait de proie (t
=-0.269, IC 95% = -0.56 — 0.43, p = 0.78, test T de Student bilatéral). Le mode¢le linéaire ne nous a
permis d’expliquer qu’une faible proportion de la variance des données (R? ajusté = 0.05) et ne montre
pas non plus d’effet significatif du stimulus chimique, ni de 1’espéce ou de la présence de juvéniles, ni
des différentes variables de contrdle inclues dans le modele (vitesse du bateau, heure de la journée,

numéro de la séquence d’exposition).
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Figure 3. Fréquence respiratoire des cétacés (grands dauphins et globicéphales) dans les deux cones
d’exposition, créés par les deux boules de diffusions situées a 1’arriére du navire. Les barres verticales

représentent les erreurs-types. La différence n’est pas significative (p = 0.78).
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Analyse séquentielle (essai « Exposition chimique de type choix» vs. essai « Controle neutre»)

Sur ’ensemble des 58 essais, nous avons trouvé une augmentation marginalement significative de la
fréquence respiratoire lors de I’exposition a I’extrait de proie par rapport a une solution controle (t =

1.816, IC 95% =-0.023 — 0.463, p = 0.075, test T de Student bilatéral)
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Figure 4. Comparaison de la fréquence respiratoire des cétacés (grands dauphins et globicéphales)
exposés a I’arriere du navire a un stimulus chimique (extrait de proies, essais « exposition chimique de
type choix ») ou a un stimulus contrdle (argile de couleur identique, essais « controle neutre »). La

différence est marginalement significative (p = 0.075)

Le modéle linéaire explique mieux la variance (R? ajusté = 0.18) que pour I’analyse précédente. La
stimulation par I’extrait de proies a eu un effet positif (estimate = 0.24, IC 95% =0.11 —2.13, p=0.038)
alors que I’heure de la journée a eu un effet négatif (estimate =-0.09, IC 95% =-0.19 — 0.005 p = 0.038).
La vitesse de traction du dispositif a ¢galement eu un effet marginalement positif (estimate = 0.13, IC

95% =0.07 — 1.93, p = 0.058).
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(B) et de I’heure de la journée (C).
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CONCLUSION

Nos résultats n’ont pas montré, lors du test de choix, de préférence pour la boule de diffusion du gott
de proie (mélange d’hydrolysats de poissons et de calmars) par rapport a la diffusion d’une solution
témoin chez le grand dauphin ou le globicéphale. Ceci contraste avec les observations chez les grands
dauphins en captivité, qui ont révélé une attraction plus importante des juvéniles envers un diffuseur
d’extrait de poisson par rapport au diffuseur controle. Cependant, dans le milieu naturel, nous n’avons
pu mesurer que les respirations des animaux lorsque leur évent apparait en surface, ce qui ne refléte pas
nécessairement les mouvements des animaux sous la surface. En effet, la visibilité dans I’eau était
inférieure a 10 m, nous empéchant de mesurer le temps exact pass¢ par les animaux dans chaque « cone
de diffusion » malgré la présence d’une caméra sous-marine fixée a la coque arriére. Une autre
explication pour I’absence de différence de fréquence respiratoire entre les deux zones pourrait étre un
mélange des deux solutions dans le sillage du navire, di aux turbulences créées par les deux hélices de
propulsion : c’est par anticipation de ce probléme que nous avons mis en place des tests de types « go —

no go » en comparant les essais « exposition chimique de type choix » aux essais « controle neutre ».

En revanche, nos résultats mettent en évidence une augmentation de la fréquence respiratoire des cétacés
(grands dauphins et globicéphales) lors de la diffusion de 1’extrait de proie par rapport a une solution
controle. Ceci pourrait €tre li¢ a une augmentation de la ventilation permettant d’échantillonner les

molécules volatiles diffusées dans 1’air, comme le « sniffing » chez les mammiféres terrestres.

Le protocole mis en place dans cette expérience présente I’avantage d’exposer activement des cétacés
sauvages a des stimuli chimiques, soit dans le cadre d’un test de choix binaire (deux boules de diffusions
distantes de 11 m), soit lors d’essais successifs. Cependant, cette expérience nous montre qu’il doit &tre
amélioré pour permettre une mesure fine des réactions des animaux. Réaliser une étude dans des eaux
moins turbides (visibilité supéricure a 20 m) pourrait permettre d’utiliser les images sous-marines
enregistrées par la caméra fixée a la coque arriere, et ainsi de mesurer le temps exact passé dans chaque
cone de diffusion. De plus, I'utilisation d’un drone avec une caméra orientée a 90° au-dessus des boules

de diffusion donnerait des informations précises sur les déplacements des animaux dans les premiers
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meétres sous la surface. Cependant, les permis de pilotage de drone dans le détroit de Gibraltar, une zone
stratégique militaire et commerciale, sont tres difficiles a obtenir. Enfin, il serait intéressant d’exposer
de petits groupes : cela permettrait de suivre le comportement de chaque animal afin de mettre en

¢vidence un effet individuel potentiel, notamment li¢ a I’dge comme cela a été montré en captivité.
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C. Imagerie par drone : un outil performant pour I’étude de réponses

comportementales chez les cétacés

PILOTER UN DRONE EN MER : UN DEFI TECHNIQUE

Lors des expériences que j’ai menées sur les cétacés sauvages (Manuscrits 1 et 2), j’ai pu appréhender
pleinement les nombreuses difficultés de 1’utilisation du drone en mer par rapport au milieu terrestre.
Tout d’abord, le milieu marin n’offre pas de repéres stables, rendant 1’orientation difficile. Ensuite,
piloter un drone sur un bateau nécessite de composer avec des vents omniprésents qui peuvent retourner
I’appareil lors de rafales puissantes. Le vent entraine par ailleurs une utilisation plus intense des moteurs
d’hélice pour stabiliser la position de I’appareil et diminue donc considérablement le temps de vol.
Ensuite, travailler en mer nécessite de prendre en considération la houle et les vagues. Celles-ci peuvent
déstabiliser le pilote, mais surtout elles font bouger le bateau verticalement ce qui rend le décollage et
I"atterrissage difficiles et parfois dangereux. Les antennes et les drapeaux, ainsi que les haubans et les
drisses des voiliers représentent également des dangers de collisions lors des phases de décollage et
d’atterrissage. En mer, 1’absence d’ombre et les reflets des rayons solaires peuvent aussi compliquer la
lecture du retour vidéo sur la télécommande. Enfin, il convient de prendre garde aux oiseaux marins car
certaines especes (Laridés notamment) peuvent avoir des comportements agressifs envers les drones,

notamment en période de reproduction.

Au cours de cette theése, j’ai ainsi eu 1’occasion de piloter des drones dans des milieux treés différents
(tropicaux, polaires et tempérés), dans des conditions climatiques variées et sur de nombreux types
d’embarcations (zodiacs, navires de recherche, monocoques et catamarans). Cette technologie étant
relativement récentes, les informations disponibles sur 1’utilisation des drones en mer étaient quasi-
inexistantes. J’ai donc pratiqué de nombreuses fois en milieu terrestre, et j’ai dii apprendre
principalement par essais-erreurs. Voici donc quelques recommandations pour le pilotage de drone en
milieu marin, basées sur mon expérience :
1. ne pas voler par vent de plus de 20 nceuds

2. avant chaque utilisation, réaliser un vol « test » court et & proximité

3. avoir une bonne maitrise des techniques d’atterrissage d’urgence
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4.

5
6.
7.
8

présence d’un observateur qui garde un contact visuel avec le drone en permanence

évaluer le risque li¢ aux oiseaux a proximité (especes, nombre et comportement)

coller au drone une étiquette avec le nom, 1’organisation, et le contact du pilote

si vol au-dessus de I’eau : utilisation de flotteurs (Fig. 1)

si pilotage a bord d’un navire : ne pas voler par houle supérieure a 2m et avoir un assistant
permettant le décollage et I’atterrissage équipé de gants et lunettes, utilisation de protecteurs

d’hélices (Fig. 1)

Figure 1. Drone « Phantom 3 Advanced » équipé de protecteurs d’hélices et de flotteurs

ANALYSE DES MOUVEMENTS ET COMPORTEMENTS DES CETACES PAR IMAGES

AERIENNES

Lors des expériences en milieu naturel, j’ai principalement utilisé le drone pour améliorer la précision

des observations comportementales. En effet, grace au retour vidéo sur la télécommande, j’ai pu suivre

en détails les mouvements des groupes de cétacés. Cela m’a permis de compléter les données des

observateurs embarqués, par exemple en interagissant directement avec eux pour améliorer leurs

estimations des distances et de la taille des groupes.

J’ai également enregistré des s€quences d’images de la réaction des animaux (une image prise toutes les

2 secondes) en placant le drone a 150 m au-dessus du diffuseur chimique, avec la caméra orientée a 90°

vers le bas. La qualité de ces photographies (12 mégapixels, soit 4000 x 3000 pixels) m’a permis

d’obtenir une définition de 8 cm/pixel environ et donc de suivre avec précision, jusqu’a plusieurs meétres
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sous la surface, les mouvements et comportements des animaux, aussi bien des mysticétes que des

odontocetes (Fig. 2).

—— Zone des 20 m

10 metres
——————

Figure 2. Approche du diffuseur (attaché a la plate-forme d’enregistrement, au centre) par deux groupes
de globicéphales dans le golfe de Vera, Espagne. Certains individus sont en surface (cercles rouges et

vert) alors que les autres nagent sous 1’eau (cercles jaunes et blanc).

A partir de ces images, en prenant comme repere le diffuseur flottant, il est possible de mesurer plusieurs
parametres de déplacement des groupes d’animaux tels que leur trajectoire, leur vitesse horizontale et
leur angle d’approche du stimulus chimique (Fig. 3). Ceci est effectué automatiquement apres avoir
déterminé manuellement la position de chaque individu a 1’aide d’un point, avec des couleurs différentes
en fonction des groupes et de la position sur ou sous la surface, et ’utilisation d’un programme
(développé par Simon Benhamou) de reconnaissance des points colorés. La position du centre du groupe
a ¢t¢ définie comme la moyenne des positions de chacun de ses membres. Les images aériennes
permettent également de calculer la proportion de temps pass¢ en surface (et donc potentiellement en

respiration) de chaque individu.
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- Zone des 100 m

— Zone des 20 m

Figure 3. Trajectoire d’un groupe de globicéphale (jaune) lors d’une expérience d’exposition au DMS
dans le golfe de Vera, Espagne. La position de chaque individu du groupe sur une image donnée est
représentée par les points verts (sous la surface) ou rouges (sur la surface). Les zones de forte et moyenne

exposition (20 m et 100 m de rayon, respectivement) sont indiquées en cercles blancs.

D’apres les quelques essais effectués sur les globicéphales, il semble que ces paramétres permettent
d’objectiver et quantifier la réponse des groupes a un stimulus chimique. En effet, un groupe attiré par
le DMS change de profil de déplacement a 1’approche du diffuseur : il ralentit sa vitesse horizontale et
se déplace de facon moins linéaire (augmentation de 1’erreur d’angle) (Fig. 4A et 4B). De plus, il
augmente le temps passé en surface, suggérant des respirations plus fréquentes en faveur d’une

perception de la molécule volatile par les voies aériennes supérieures (Fig. 4C).
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Figure 4. Parameétres de déplacement et de comportements d’un groupe de globicéphales lors de
I’exposition au DMS, en fonction de leur distance par rapport au flotteur. La limite de 50 m a été choisie
car elle constitue un intermédiaire entre les zones de forte et moyenne exposition. Lorsqu’un groupe
réagit au stimulus chimique, la vitesse d’approche diminue (A) alors que ’erreur d’angle (B) et la

présence en surface augmentent (C).
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Ces premiers résultats montrent que ’analyse des images aériennes prises par drone constitue un outil
particuliérement efficace pour I’étude fine des comportements et des déplacements des cétacés. Dans le
cas de nos travaux, elle permet le suivi de la réaction des animaux a un stimulus chimique, mais son
utilisation pourrait étre étendue & de nombreux domaines comme celui des études de 1I’impact des
activités anthropiques (bruits sous-marins, navires d’observations des cétacés, péche, etc.).
L’amélioration rapide des capacités des drones, en terme de temps de vol et de qualité des images, va
donc trés certainement en faire un outil trés largement utilisé dans un futur proche en écologie des

mammiféres marins en particulier et de la mégafaune marine en général.
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Etude Comportementale des Capacités Chimio-sensorielles des Cétacés

Au cours d'une histoire évolutive singuliére, les systémes sensoriels des cétacés se sont adaptés a la vie en milieu aquatique.
Aujourd’hui, alors que la littérature scientifique regorge de travaux sur leurs capacités acoustiques exceptionnelles, 1’utilisation
des sens chimiques par ces mammiféres marins demeure encore largement méconnue. En effet, malgré quelques rares
observations suggérant qu’ils pourraient détecter les composés sécrétés par leurs proies et leurs congéneres, les arguments
anatomiques et génétiques sont plutdt en faveur d’une régression voire d’une disparition de leurs capacités chémoréceptrices.
Les cétacés auraient-ils perdu 1’usage de ce canal sensoriel pourtant fondamental pour 1’alimentation, la navigation et la
reproduction chez les autres grands prédateurs marins ? L’objet principal de ma thése était donc de déterminer si ces animaux
sont capables de percevoir et d’utiliser les indices chimiques présents dans leur environnement en me basant principalement
sur une approche comportementale. J’ai ainsi étudié les réactions des cétacés a dents (Odontocétes) et a fanons (Mysticétes)
face a différents stimuli solubles ou volatiles, liés directement ou indirectement a leur alimentation. Aprés avoir mis en
évidence, dans des conditions contrdlées, que le grand dauphin discrimine des extraits solubles de ses proies, j’ai développé un
protocole permettant de mesurer la réponse des animaux (déplacements et comportements de surface) a des stimuli chimiques,
dans leur milieu naturel. Des expériences en Méditerranée occidentale ont révélé que les grands dauphins et les globicéphales
(Odontocetes) réagissent au sulfure de diméthyle (DMS), une molécule volatile émise dans les zones de forte productivité
primaire. J’ai ensuite mesur¢, chez la baleine a bosse (mysticete), la réaction au DMS et a des extraits de proies (krill) dans ses
zones de reproduction (Océan Indien) et de nourrissage (Atlantique Nord et Antarctique). Les animaux ont été attirés par
P’extrait de krill et ont exploré la zone de stimulation plus longtemps que lors des essais témoins, alors que le DMS n’a pas
semblé induire de telles réponses. Nos résultats comportementaux ayant mis en évidence une chémoréception fonctionnelle
chez les cétacés, j’ai tenté dans un second temps d’identifier ses bases anatomiques et chimiques. Dans ce but, j’ai initi¢
I’exploration des muqueuses orales et nasales par des techniques d’immunohistochimie, ainsi que 1’analyse chimique de leurs
sécrétions (urines et féces) a la recherche de potentielles phéromones. Cette approche innovante et multidisciplinaire a permis
de dévoiler I’'implication des signaux chimiques dans 1’écologie des cétacés. Au-dela de leur aspect fondamental, ces résultats
pourraient trouver des applications concrétes pour la gestion et la conservation de ces espéces emblématiques et menacées.
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Behavioural Study of Cetaceans’ Chemosensory abilities

During the course of a unique evolutionary process, the sensory systems of cetaceans (whales, dolphins and porpoises) have
secondarily adapted to life in an aquatic environment. While the extraordinary acoustic capacities of these animals have been
widely studied, surprisingly little is known about their chemosensory abilities. The results of some sparse behavioural studies
suggest that cetaceans can detect molecules secreted by, for example, a prey or congener. In contrast, anatomical and genetic
investigations have concluded that cetacean chemosenses are greatly reduced or even absent. This poses the question; have
cetaceans truly lost the use of the sensory channels that play a major role in the feeding, orientation and reproduction behaviours
of other marine predators? The main objective of this thesis was, therefore, to establish whether these animals are capable of
perceiving biologically-relevant chemical cues and exhibiting a behavioural response. For this project, I studied the reactions
of both toothed (Odontoceti) and baleen (Mysticeti) whales to various soluble or volatile food-related stimuli. I first worked
with captive bottlenose dolphins (Tursiops truncatus) and showed they could discriminate soluble extracts of their piscine prey.
I then developed a novel protocol to measure the responses (surface behaviour and movements) of cetaceans to chemical cues
in their natural habitat. Using this protocol, experiments performed in the western Mediterranean Sea revealed that both
bottlenose dolphins and pilot whales (Globicephala melas) react to dimethyl sulfate (DMS), a volatile molecule found in areas
of high primary productivity. Using the same protocol, I subsequently measured the reactions of a mysticete species, the
humpback whale (Megaptera novaeangliae) to DMS and to krill extract (their natural prey) in three different locations: in their
reproduction zone in the Indian Ocean, and in their feeding grounds in the North Atlantic and Antarctic Ocean. I found that the
humpback whales were attracted by krill extract and explored the stimulus area longer than during control trials, while DMS
did not seem to trigger such responses. As the results of the behavioural studies suggested the presence of functional chemical
senses, [ initiated two further studies; (1) a neuroanatomical and immunohistochemical exploration of tissues in the oral and
nasal pathways, in order to identify potential chemosensory receptor cells in four species of odontocete, and (2) a chemical
analysis of odontocete secretions (urine or feces) in search for potential semiochemicals. Overall, this innovative and
multidisciplinary research project revealed that chemical signals are potentially very important in the behavioral ecology of
cetaceans. Moreover, these results contribute not only to our fundamental knowledge of the sensory biology of these animals,
but they could also have important practical implementations in the conservation of these iconic and threatened species.
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