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RESUME

L‘age chez les animaux sauvages est toujours un paramétre difficile a estimer pour
les scientifiques de terrain. La technique habituellement utilisée consiste 2 compter le
nombre de couche de dentines présentes dans les dents de animaux. La difficulté est
accrue pour les mammalogistes marins travaillant sur les cétacés, et plus particuliérement
sur les mysticétes, qui possédent des fanons. Le but de cette étude a été de mettre en place
une nouvelle méthode de biologie moléculaire permettant de déterminer I’age des
animaux, en analysant leurs téloméres.

Les téloméres constituent la partie terminale des chromosomes et rétrécissent a
chaque division cellulaire. Nous avons donc tenté d’établir une courbe étalon du type
TRF = f (4ge) ou TRF (abréviation anglaise pour Telomere Repeat Fragment) est la
longueur des télomeéres, a partir d’animaux d’age connus. L’échantillonnage s’est fait sur
deux espéces de cétacés fréquentant le Saint-Laurent, Québec, Canada. Les baleines a
bosse de I’ Atlantique Nord dont 1’aire de chasse estivale se situe 4 Mingan (MIN) et les
bélugas de la population de I’estuaire du Saint-Laurent (ESL). L’ADN est extrait des
cellules épidermiques, digéré par les enzymes de restriction Rsal et Hinfl et les fragments
sont séparés selon leur taille par gel d’agarose non-dénaturant 0,7 %. Ils sont ensuite
transférés sous vide sur une membrane de nitrocellulose et hybridés a une sonde
(CCCTAA), radiomarquée au *2P. L’analyse par Phosphor Imager nous permet de définir
un parametre estimant la longueur des télomeéres pour chaque individu selon I’équation
TRF (pb) = ©* OD., / ™ (O.D./M.W.,), ou TRF est la longueur des fragments
télomériques, O.D.; est I'intégration du signal dans I’intervalle i et M.W ; est la longueur
du fragment télomérique a mi-distance de I’intervalle i.

Les résultats obtenus nous permettent d’identifier pour la premiére fois la
séquence des télomeéres de bélugas ainsi que celle des baleines & bosse, & savoir une
répétition de I’hexanucléotide TTAGGG. Chez les baleines a bosse, les analyses
statistiques ne montrent pas de corrélation entre 1’4ge des animaux et la longueur de leur
télomeres. Cependant, on constate une tendance a la diminution (TRF = -43 x ige +
9766 ; r =-0,363 ; p =0,246 ; n = 12). Cette diminution a également été observée lors de

I’analyse de perte annuelle de téloméres sur des échantillons d’animaux d’age inconnu (a
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=-15 pb/an + 352). Chez les bélugas, les analyses ne montrent aucune corrélation entre
ces deux variables (TRF = 11,71 x age + 16006 ; r =0,658 ; p =0,755 ; n =25). Les essais
TRAP effectués sur deux biopsies de bélugas vivants de ’ESL nous montrent une activité
de I’enzyme télomérase, responsable de I’élongation des téloméres. Malgré le suivi
annuel depuis 1979 de la population de baleines a bosse, ce sont des animaux migrateurs
et il reste difficile d’obtenir des données individuelles Le nombre d’échantillons de
baleines a bosse utilisés dans cette étude est faible et il serait intéressant de poursuivre de
telles études sur un échantillon de population plus grand. Concernant les bélugas, 1’étude
pourrait étre approfondie en travaillant sur des animaux vivants, d’age connu, en détectant
’activité télomérasique et en la reliant 2 une analyse toxicologique. Un échantillon de
bélugas d’ Arctique pourrait étre étudi€ en parall¢le et servir de contréle négatif.

Cette méthode a permis d’ouvrir la voie a I’étude de 1’dge des cétacés en utilisant
des outils moléculaires. Il reste & approfondir les connaissances dans ce domaine et ce

type d’étude, malgré la difficulté d’obtenir de grandes quantités d’échantillons.
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AVANT-PROPOS

La biologie moléculaire a toujours été ma matiére préférée. Et les mammiferes
marins une passion. Seulement voila, comment allier ces deux thémes ?
C’est au cours d’un stage aux iles Mingan, dans une station de recherche sur les cétacés,
que I’idée d’un sujet me permettant d’allier les deux m’est venue. Les rorquals, malgré
toute I’attention dont ils bénéficient auprés du public depuis ces deux derni¢res décennies,
restent des animaux mal connus. Par exemple, on commence a connaitre les routes de
migrations des rorquals a bosse (Palsboll et al., 1997) mais celles des rorquals bleus ou
bien des rorquals communs demeurent un mystére (Berube et al., 1998). De méme, onn’a
aucune certitude sur la longévité de ces animaux, seulement des hypothéses (Jonsgard,
1969). La connaissance de leur 4ge est également un paramétre difficile & obtenir. Pour
les odontocétes (baleines a dents), cette donnée s’obtient par analyse des couches de
dentine dans les dents. Mais 1’accés 4 ce paramétre est limité par 1’obtention des dents,
qui ne peut se faire que sur des animaux morts ou en captivité. Chez les mysticétes
(baleines a fanons), on ne peut se servir de cette méthode.

La présente étude consiste donc a définir une technique permettant de déterminer
’age des mammiféres marins, vivants, en liberté, par simple prélévement de peau, grice a
des biopsies. Une premiére partie consiste a4 mettre au point cette méthode sur des
échantillons de bélugas échoués dans le Golfe du Saint-Laurent et & établir une courbe
étalon mettant en relation la longueur des téloméres en fonction de I’4ge des individus. La
deuxiéme partie de cette étude consiste a transposer cette technique chez une espece de
mysticétes, les rorquals i bosse. Cette espéce est bien connue par la station de recherche
des iles Mingan et présente divers avantages : les animaux sont facilement identifiables et
certains reviennent réguliérement dans leur aire de chasse. Ainsi, un animal que 1’on a
identifié durant ’année suivant sa naissance nous sert de référence a 1’établissement
d’une courbe étalon du méme type que celle des bélugas, a savoir la longueur des
télomeéres en fonction de 1’age. Le but de cette étude est donc d’utiliser ces deux courbes
comme référence pour de futures recherches sur ces espéces. Une fois la méthode validée,

le prélévement d’échantillons par biopsie sur des individus non connus de bélugas ou de



baleines 4 bosse nous donnera facilement 1’dge de I’animal par comparaison avec la
courbe étalon et nous permettra d’intégrer ce paramétre dans de nouveaux travaux tels

que des études de dynamique de la population, d’immunologie ou encore de toxicologie.
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INTRODUCTION

1 Les cétacés

1.1 Présentation des cétacés

Les baleines ont toujours fasciner les populations. Elles véhiculent un aspect mythique
comme celui d’Arion ou de Moby Dick. Au cours des années 1980, la baleine bleue est
devenue un symbole de conservation, au méme titre que différentes espéces comme les
éléphants, les pandas ou le blanchon. Elles continuent de subjuguer les gens qui se
groupent massivement pour libérer une orque d’un parc d’attractions ou encore empécher
la captivité de bélugas dans certains aquariums. Certaines personnes leur accordent méme
des pouvoirs surnaturels. Les dauphins solitaires apparaissant & proximité de plages ou de
port sont appelés dauphins ambassadeurs, comme s’ils étaient chargés de représenter leur
espéce auprés de I’humanité. Il suffit de taper sur un moteur de recherche d’Internet
« communiquer avec les baleines » et I’on obtient plus de 11 000 sites. Certains se disent
méme capables d’entrer en télépathie avec les dauphins ou autres cétacés.

Il devient donc difficile de parler de baleines sans entrer dans la polémique qu’elles
suscitent. Cependant, il faut réapprendre a4 aborder ce sujet avec simplicité et esprit
scientifique.

L’ordre des cétacés fait partie du régne animal, de I’embranchement des Vertébrés, de la
classe des Mammiferes. Ce sont des animaux possédant une longue durée de vie et se
trouvant en haut du réseau trophique. Comme tous les mammiféres, les cétacés sont
vivipares. Aprés la parturition, le veau est nourri du lait produit par les mamelles. Ils
respirent de 1’air grice aux narines se trouvant sur le dessus de la téte, appelé évent.
Toutes ces caractéristiques sont celles d’'un mammifére terrestre qui a dii s’adapter au
milieu marin aprés une montée des eaux, il y a soixante millions d’années. Ce premier

cétacé primitif, ancétre des cétacés actuels, n’est autre que I’archéocéte. D’autres



adaptations ont également suivies telles I’atrophie des membres postérieurs qui laissent
place 4 une nageoire caudale horizontale, un raccourcissement des membres antérieurs en
nageoires pectorales ou encore une perte du systéme pileux, permettant un meilleur
hydrodynamisme.

Ces animaux évoluent dans I’eau, élément presque mille fois plus dense que I’air. Cette
particularité physique leur a permis de se développer au-dela des contraintes que 1’on peut
rencontrer sur la terre. Chez les cétacés, il existe des animaux gigantesques, dépassant de
loin en taille et en masse n’importe quel animal terrestre. La baleine bleue est le plus gros
mammiféres que la terre ait jamais connue. Elle mesure jusqu'a 33 m et peut peser
jusqu’a 190 tonnes (Fontaine, 1998). Cependant, on en trouve aussi de plus petites
especes, telles que les marsouins, mesurant au maximum 1,8 m pesant jusqu’a 88 kg.

Les cétacés ont une large distribution. On les retrouve dans tous les océans, toutes les
mers ouvertes et méme dans certains fleuves tels que 1’Amazone, peuplé de dauphins
d’Amazonie. Les cétacés se divisent en 2 sous-ordres. Le premier, appelé odontocetes,
comprend 70 espéces. Il a la particularité de posséder des dents. Le deuxiéme, les
mysticétes, comprend 10 espéces qui possédent des fanons. Ces différences leur conferent
un mode d’alimentation distinct. Les odontocétes se nourrissent essentiellement de
poissons et de calmars tandis que les mysticétes se nourrissent de proies plus petites,
telles que le plancton ou les petits poissons.

Depuis I’apparition de la biologie moléculaire, de nouvelles études ont permis d’accroitre
nos connaissances des cétacés grice i des études phylogénétiques, des études de
populations, des études comportementales (aires de reproduction) ou méme des études
écotoxicologiques (Berube et al., 1998 ; Berube et Palsboll, 1996 ; Gauthier et al., 1999b ;
Wagemann et al., 1998a; Gauthier et al., 1999a ; Palsboll et al., 1997 ; Dizon et al., 1980).

1.2 La chasse a la baleine et ses impacts

Introduite par les basques, la chasse 4 la baleine est apparue aux 117me et 121 sjécles en
Europe. Les produits baleiniers ont largement conquis 1’économie mondiale. Les cétaces
ont été reconnus pour la qualité de leur chair mais surtout pour la quantité de matiéres

grasses qu’elles stockaient. L’huile servait a confectionner des savons, alimenter les



lampes ou comme lubrifiant. Les fanons, flexibles et imperméables avaient de multiples

usages tels les baleines de parapluie ou de sous-vétements.

1.2.1 Pays pratiquant la chasse a la baleine

Les pays qui ont pratiqué le plus la chasse a la baleine au cours du 20"™ siécle sont la
Norvége et la Grande-Bretagne jusqu’au milieu des années 1950, qui pratiquent cette
péche comme tradition culturelle. Puis, le Japon a été le principal chasseur afin de palier

aux conditions de famine laissée par la guerre. La Russie fut également un des principaux

chasseurs.

1.2.2 Les espéces de baleines chassées

Les cétacés les plus recherchés sont les grosses espéces pour I’abondance de matiéres
premiéres (Schneider et Pearce, 2004). On retrouve donc le rorqual bleu, le rorqual
commun, le rorqual a bosse, le petit rorqual, le rorqual de Sei et le cachalot. Durant la
saison 1930-31, 2950 rorquals bleus ont été chassés en Antarctique. Les rorquals
communs possédant deux fois moins d’huile que les rorquals bleus, leur chasse n’a
commencé que plus tardivement, durant la saison 1937-38, ou 30 000 individus ont été
chassés. Par la suite, on compte 20 000 & 30 000 individus par saison de chasse jusqu’au
milieu des années 1960. Les rorquals a bosse possédent la méme quantité d’huile que les
rorquals communs mais leur population étant moins abondante, leur chasse est plus
difficile. C’est pourquoi le pic de chasse, se situant durant la saison 1936-37, n’est que de
9 863 individus. Puis, 2 000 & 5 000 individus par an sont chassés jusqu’au milieu des
années 60. Le cachalot a commencé a étre exploité en 1957-58; 20 000 a 30 000
individus ont été chassés par an jusqu’en 1963-64. Son huile était utilisée comme
lubrifiant par I’armée américaine et par le gouvernement russe pour le programme de
fusées spatiales. Lorsqu’une espéce disparait, les chasseurs s’attaquent & une autre. Le
rorqual de Sei a donc commencé a étre chassé aprés épuisement des autres espéces, en

1962-63. De plus, la quantité d’huile apportée par individu n’est que le sixiéme de celle



apportée par un rorqual bleu. En 1965-66, 25 453 individus ont été chassés. Le petit

rorqual a également été chassé avec 6 000 a 9 000 individus par an.

1.2.3 Impacts de la chasse sur les populations de cétacés

L’industrialisation aprés la premiére guerre mondiale ainsi que I’amélioration des
techniques de chasse ont permis 1’apparition de navires-usines. La surexploitation de cette
matiére premiére a entrainé un déclin énorme des populations de cétacés dans la premicre
moitié du siécle dernier. Les mesures de conservation passant aprées la profitabilité des
produits, les quotas instaurés par la commission internationale baleini¢re (CBI) ont été
élevés (16 000 BWU/an depuis 1932). Ces quotas qui s’appliquent aux pays membres de
la CBI, surtout en Antarctique, sont trop élevés dés le départ. Il faut ajouter a cela les
prises pirates, les prises par les pays non-membres de la CBI, ainsi que la corruption. Les
premiers signes de baisses dramatiques de population ont entrainé une diminution du
quota 4 15 000 BWU en 1954. En 1960, les quotas ont été¢ suspendus pour 2 ans afin
d’inciter la Norvége et les Pays-Bas a réintégrer la CBI. En 1962, 38 552 baleines ont été
tuées, montrant une surconsommation des produits baleiniers. Les quotas ont donc été

diminués progressivement jusqu’a 2 300 BWU en 1972, puis ont été abolis au profit d’un

comptage espéce-spécifique.

1.2.4 Changement de position face a la chasse a la baleine

Les meeurs changent & partir de 1972, lors de la conférence des Nations-Unies sur
’environnement marin. Cette conférence propose un moratoire interdisant la chasse a la
baleine pour une durée limitée. Ce moratoire devait permettre aux populations de cétacés
de se reconstituer mais fut rejeté par la CBI. Les Etats-Unis prohibent cependant la chasse
a baleine dans leurs eaux territoriales sauf lorsqu’elle est la subsistance de culture de
populations telles que les indiens. En 1973, le CITES (Convention on International Trade
in Endangered Species on fauna and flora) vote en faveur de la protection des baleines

grises, franches, baleines & bosse, baleines bleues et certains stocks de rorquals communs



et rorquals de Sei. En 1976, la consultation mondiale sur les mammiferes marins instaure
la devise «sauver plutt que tuer». On voit donc le nombre de pays inscrits a la CBI
quadruplé & partir de 1977. Ces pays s’inscrivent a la suite de la pression d’organisation
conservationnistes non- et inter-gouvernementales. Ces pays font basculer la CBI en
faveur de 1’arrét de la chasse a la baleine. Le moratoire est accepté en 1982 et I’arrét de la

chasse prend effet en 1986, afin de permettre un renouvellement des stocks aprés une

chasse intensive.

2 Ecotoxicité des cétacés

Malgré ces 18 années d’arrét de chasse 4 la baleine, plusieurs espéces de cétacés sont
menacées d’extinction. La chasse n’est pas la seule responsable de cette situation. L’état
de santé de ces animaux en est un autre. En plus d’une industrie baleini¢re abusive ayant
provoqué une baisse considérable des stocks, de nouvelles sources anthropogéniques
menacent cet équilibre naturel (Reijnders et al., 1999 ; Jepson et al., 2003 ; Muir et al,,
1988).

Les cétacés accumulent les polluants marins tout au long de leur existence. La
bioaccumulation apparait quand les concentrations retrouvées dans un individu sont plus
fortes que celles du milieu ambiant. Cette bioaccumulation survient au cours de
’alimentation et augmente avec les niveaux trophiques. Elle est aussi appelée
biomagnification (Tanabe et al., 1994 ; Dietz et al., 1996). Les principaux polluants que
’on retrouve dans les mers sont les métaux lourds et les produits organochlorés. Ils
contaminent fortement de gros prédateurs tels que les thons, espadons et requins ou
encore les phoques, les dauphins et se concentrent dans les individus du haut de la chaine
alimentaire marine.

Cette pollution est préoccupante pour la survie de certaines espéces menacées. Elle I’est
aussi pour des soucis de santé humaine. Les cétacés sont consommeés principalement pour
leur viande (muscles), leur gras, mais aussi pour leurs organes internes tels que le foie, les
reins, les poumons, I’estomac, le petit intestin. La Norvége et le Groenland consomment
surtout les petits rorquals de 1’Atlantique Nord. Au Japon, les cétacés consommeés

proviennent de la chasse cotiére de petits odontocétes, de la chasse scientifique aux



mysticétes, des échouages et des prises accidentelles. Ces animaux étant fortement
pollués, les gouvernements ont décidé de réglementer le taux de viande contaminée pour
la consommation. Ces régles de santé sont propres a chaque pays selon le taux de
contamination marine local. Ainsi, le gouvernement du Danemark a recommandé en
1998 :

- de manger le gras et la viande des cétacés juste une ou deux fois par mois,

- que les filles et les femmes ne mangent pas de gras avant d’avoir donné naissance,

- de ne pas manger de viande dans les 3 mois de prévision de grossesse ou pendant

la grossesse et I’allaitement,

- ne pas manger les organes.

En effet, la consommation de mercure provoque une intoxication rénale aigue (Endo et
al., 2003) et celle de méthyl-mercure peut avoir des impacts sur le systtme nerveux du
foetus (Endo et al., 2004). La cuisson des organes ne permet pas d’abaisser ces taux, au
contraire. Les organes bouillis ont les méme quantités avant ou aprés cuisson (Endo et al.,
2004) ou concentrent le mercure total aussi bien que les métaux essentiels (Zn, Cu, Fe)
(Endo et al., 2002).

Cependant, les produits organochlorés et le mercure ne sont pas les seuls composés &
craindre. De nouveaux polluants ont été synthétisés dans les années 1970 pour remplacer
les BPC. Ce sont les composés polybromés. Ayant des propriétés de résistance au feu, ils
sont largement utilisés dans les industries de fabrication de textiles, plastiques et
caoutchouc. Malheureusement, ils sont aussi persistants. Ils sont bioaccumulés et
amplifiés dans I’environnement. Afin de réduire et d’éliminer complétement les polluants
organiques persistants (POP), 138 pays participérent & des ateliers visant & préparer
1’élaboration d’une réglementation internationale des POP en juin 1998. Les négociations
intergouvernementales se conclurent en décembre 2000 et la convention de Stockholm
sur les POP fut adoptée le 22 mai 2001. Son but est de protéger la santé humaine et
’environnement de la production 1’usage et/ou la libération des POP. Les POP concernés
par ce traité sont le groupe contenant les douze éléments suivants : I’aldrine, le chlordane,
les dioxines et furanes polychlorés, le DDT, la dieldrine, 1’endrine, I’heptachlore,

I’hexachlorobenzéne, le mirex, les BPC et le toxaphéne.



Des recherches ont été effectuées par la station de recherche des iles Mingan (MICS) afin
d’étudier plus particuliérement les espéces concernées par cette étude, 4 savoir les bélugas
et les baleines a bosse (Gauthier et al., 1997a ; Metcalfe et al., 1999 ; Metcalfe et al.,
2004). Ces recherches ont été effectuées par prélévement de peau et de gras, 4 ’aide de

biopsie (Gauthier et al., 1997b).

2.1 Les métaux lourds

2.1.1 De la source aux cétacés

2.1.1.1 L’origine et la distribution

Les éléments toxiques comme le mercure (Hg), le cadmium (Cd), le plomb (Pb) et les
métalloides comme 1’arsenic (As) ou le sélénium (Se) sont issus de I’industrialisation et
de I’agriculture. Le mercure provient également du dégazage naturel de la croiite terrestre
dans 1’atmosphére ainsi que des rifts marins (Weiss et al., 1971). Ces métaux lourds
s’accumulent dans 1’atmosphére, se déposent a la surface des océans et sont brassés par
les différents courants et marées du globe (Lawson et Mason, 2001). Les sédiments du
Groenland montrent une augmentation de mercure liée aux activités miniéres développées
depuis le début des années 70 ou celles de bases militaires. Ces installations peuvent avoir

un impact sur ’environnement (Dietz et al., 1996).

2.1.1.2 La métabolisation des métaux lourds

Les protéines importantes pour le phénomeéne de détoxication des métaux lourds sont les
métallothionéines (MT). Ces protéines, découvertes en 1957, jouent un rdle important
dans la régulation homéostatique des métaux essentiels tels que le zinc et le cuivre. Les

MT donnent ces cofacteurs pour réactions biochimiques aux autres métalloprotéines.



Cette affinité pour les cations leur permet de fixer des éléments non essentiels comme le
mercure inorganique ou le cadmium (Das et al., 2000). Elles sont utilisées comme
biomarqueurs de contamination par les métaux lourds chez les animaux aquatiques dont
les mammiféres marins car leurs concentrations augmentent avec le taux de
contamination des animaux (Das et al., 2000 ; Caurant F. et Amiard-Triquet, 1995 ;
Wagemann et Hobden, 1986).

Lors de leur alimentation, les cétacés accumulent le mercure dans le foie ou il est
métabolisé (Wagemann et al., 1998b ; Caurant et al., 1996 ; Meador et al., 1992) puis
transporté et entreposé dans les organes internes des mammiferes marins (Holsbeek et al.,
1998). Les taux de mercure sont trés hauts dans le foie, intermédiaires dans le rein, bas
dans les muscles et trés faibles dans la peau. Il en est de méme pour le Cadmium qui

s’accumule dans les organes internes des odontocétes (Leonzio et al., 1992 ; Honda et

Tatsukawa, 1983)

2.1.2 Les paramétres qui affectent les taux de polluants des cétacés sont liés a

différents paramétres

2.1.2.1 L’alimentation

Dans I’environnement marin, on trouve les métaux comme le mercure dans les poissons
(Caurant et al., 1996 ; Das et al., 2000). Les calmars sont également connus pour
accumuler le cadmium (Caurant et Amiard-Triquet, 1995 ; Nielsen et al., 2000) et sont
donc une source significative de polluants pour leurs prédateurs.

Ceci représente une part importante de la chaine alimentaire pélagique cétiére (Honda et
al., 1982). Les quantités de métaux lourds retrouvées dans les cétacés sont
proportionnelles aux quantités contenues dans leurs proies. Ainsi, des différences sont
visibles entre les mysticétes et les odontocétes. Les mysticétes, qui ont une alimentation
pélagique hauturiére, consomment peu de poissons. Leur alimentation, plus axée sur les
euphosides et le zooplancton est donc moins contaminée en mercure. Il en est de méme

pour les autres métaux lourds. Il en résulte un faible taux de métaux lourds chez les



mysticétes. Les odontocétes ont une alimentation pélagique cotiére, composée de
poissons et de calmars. Ils sont donc plus touchés que les mysticétes par cette pollution.
Lorsque 1’on regarde les variations inter-espéces, on s’apercoit que des animaux de méme
taille, ayant le méme type d’alimentation, et se trouvant dans les méme régions, ont des
taux de mercure similaires. C’est le cas pour la population de narvals et celle de bélugas
de I’est de I’arctique. IIs ont le méme taux de contamination (Wagemann et al., 1998b).
Cependant, lorsque I’alimentation differe, les taux de métaux lourds différent aussi. Les
dauphins bleu et blanc, qui mangent beaucoup de calmars et de petits poissons, ont des
taux plus importants et ce quelque soit la localisation que les bélugas, dont I’alimentation
se compose d’animaux vivant dans le fond et dans les sédiments (Dietz et al., 1996 ;
Honda et Tatsukawa, 1983). En méditerranée, le niveau est multiplié par dix entre les
dauphins bleu et blanc et les grands dauphins. Aux iles Faro, la concentration de cadmium
est supérieure chez les globicéphales par rapport aux autres espéces de la méme région
car leur alimentation est principalement constituée de céphalopodes (Caurant et al., 1996 ;
Nielsen et al., 2000).

Les cachalots ont une alimentation basée sur les céphalopodes. Ce sont les plus gros
odontocétes et ils ont besoin d’une grande quantité de nourriture. Les taux rencontrés

chez les cachalots sont donc trés élevé, 500 fois supérieurs a ceux des globicéphales

(Nielsen et al., 2000).

2.1.2.2 L’habitat

Au sein d’une méme espéce, les variations de contamination observées sont
principalement liées a une différence d’habitat (Wagemann et al., 1998b ; Honda et al.,
1982). En effet, les mers les plus polluées contiennent I’alimentation la plus polluée.
Ainsi, si I’aire de chasse d’une espéce est trés contaminée, les proies vont également
posséder des taux de polluants élevés. Le taux de pollution d’une espéce est donc
étroitement relié au taux de pollution de ses proies, lui-méme relié aux quantités de
polluants présents dans le milieu environnant. Comme ces derniéres sont plus étendues
dans les pays développés, la pollution est plus grande dans les mers de I’hémispheére nord

que celles de I’hémisphére sud. Les concentrations de marsouins de la mer du Japon sont



supérieures a celles des marsouins du détroit de Béring (Arctique) (Endo et al., 2003). On
peut également noter des différences de concentrations de plomb chez les bélugas de
I’arctique canadien et les bélugas du St Laurent.

Les individus d’une méme espéce, d’un méme groupe, se nourrissent & peu pres en méme
temps des mémes proies. Ils devraient donc avoir le méme niveau de contamination
(Nielsen et al., 2000). 11 existe tout de méme des différences. Elles peuvent étre liées 2 la

taille de chaque individu, I’age ou encore le sexe.

2.1.2.3 Le sexe

On note des différences de contamination par les métaux lourds selon le sexe de I’animal,
pour une espéce donnée. Ces différences sont liées a la vitesse de nutrition et de
métabolisme ou au cycle lipidique relié aux activités reproductrices comme la parturition
ou la lactation. Les femelles excrétent certains métaux lourds lors de la gestation, par voie
transplacentaire ou sanguine, puis lors de I’allaitement (Honda et al., 1982 ; Endo et al.,

2004 ; Nielsen et al., 2000). On peut ajouter & cela un possible changement de régime (de

proies).

2.1.2.4 L’ige

Les taux de métaux lourds augmentent au cours de 1’année suivant leur naissance. Cette
augmentation correspond au transfert de la mére vers la progéniture par le lait maternel
(Honda et al., 1982). Les taux continuent d’augmenter aprés sevrage. Le taux de mercure
augmente avec 1’age dans le foie, le rein et le muscle (Leonzio et al., 1992). Il en est de
méme pour la contamination par le Cadmium (Meador et al., 1992 ; Leonzio et al., 1992 ;
Honda et Tatsukawa, 1983). Ces taux augmentent dans le foie et dans les muscles avec
I’age (Paludan-muller C, 1993). Cependant, un maximum semble étre atteint & I’dge de 4

ans dans les muscles et le foie tandis que la quantité diminue dans les reins.
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Ces études qui contiennent le paramétre dge sont effectuées sur des carcasses d’animaux
échouée, lors de nécropsies suivant les chasses scientifiques ou indigénes ou lors de prises

accidentelles. Aucune étude n’est réalisée a partir d’animaux vivants.

2.1.3 Les effets des métaux lourds sur les cétacés

Le Cadmium a des effets neurotoxiques et peut induire des parastases. A de plus forts
taux d’expositions, il peut engendrer des ataxies (mauvaise coordination des
mouvements), des réductions du champ de vision et une surdité. Comme les autres
métaux lourds, il est transmis de la mére au foetus systématiquement (Caurant et Amiard-
Triquet, 1995). Des effets sur le feetus sont 4 craindre 3 de trés faibles niveaux. On a
retrouvé des feetus avec un taux de contamination de 11 ou 25,2 pg/l, concentrations
induisant une embryotoxicité et des risques tératogénes chez les mammiferes terrestres.

Le cadmium peut également induire une néphrotoxicité (Das et al., 2000). Pour sa part, le

mercure provoque des pathologies telles que «Minamata disease» (Honda et al., 1982).

2.2 Les Organochlorés

Les principaux organochlorés (OC) rencontrés dans les mammiféres marins sont les DDT
(dichlorodiphényltrichloroéthane), les HCH (hexachlorocyclohexanes), les CHL
(composés chlordane) et les BPC (biphényles polychlorés) dont le HCBP (biphényle
hexachloré) (Tanabe, 2002). On retrouve également le dieldrine, I’aldrine, le lindane,
I’époxyde d’heptachlore et d’autres congénéres de BPC.
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2.2.1 De la source aux cétacés

2.2.1.1 L’origine

Utilisés massivement jusqu’en 1977 pour leurs propriétés physiques variables, ils ont été
largement distribués dans l’environnement. Les sources de pollution des BPC sont
localisées dans les pays développés tandis que les pollutions par les insecticides
organochlorés (comme les DDT, les HCH ou les CHL) sont utilisés dans les pays en voie
de développement (Tanabe, 2002). La destination finale de tous ces polluants apparait
comme étant I’environnement marin, et particuliérement les régions polaires. On peut
ajouter a ces polluants les composés butyliques. La pollution majeure de ces polluants ne
se situe pas seulement dans les pays développés mais aussi dans ceux en voie de
développement, suggérant ainsi une pollution générale qui continue i se répandre a
travers le globe. En effet, les conditions climatiques tropicales telles que des températures
élevées ou de fortes pluies favorisent 1’évaporation des organochlorés (OC), et par la
méme, leur dispersion globale. Les sources de pollution de ces produits et leurs
destinations finales doivent étre deux localisations différentes (Tanabe, 2002). En
conséquence, les impacts toxiques ne vont pas se limiter aux écosystémes locaux, prés

des sources émettrices, mais aussi 3 des régions inattendues telles que les régions

arctiques et antarctiques (Muir et al., 1999).

2.2.1.2 La distribution

Les solvants organochlorés étaient utilisés en grande quantité pour le dégraissage des
métaux et le nettoyage a sec, ainsi que dans les industries des peintures, des colles ou des
encres. Les déchéts provenant de ces industries étaient répandus sur des terres désertes ou
jetés 3 la mer avant D’interdiction de leur production. Les aérosols formés lors de
combustion incompléte aprés incinération ou sous forme de vapeur ont été véhiculés dans
1’air, augmentant leur dispertion. Un autre facteur de distribution dans I’environnement

est 1’érosion des sols par le vent. Cependant, ces produits n’étant pas solubles dans I’eau,
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ils se déposent au fond des mers avec les sédiments. La production de ces OC et BPC a
été interdite lorsque les premiéres traces retrouvées dans la vie sauvage (en 1966) ont été
jugées comme ayant des effets toxiques. En 1972, I’atlantique nord comptait 20 millions
de kg de BPC. Ils possédent une forte persistence car ils sont trés peu dégradés dans la
nature. C’est pourquoi ce probléme est toujours d’actualité. Dans les années 1960, 5
organochlorés ont été retrouvés dans 81 mammiferes marins. Dans les années 1990, 265
polluants organiques ont été retrouvés dans plus de 5000 mammiféres marins de part le

monde (Hope et al., 1997 ; O'Shea et Brownell, 1994 ; De Guise et al., 1994).

2.2.1.3 La métabolisation

L’entrée des polluants dans la chaine alimentaire se fait par le plancton marin. La haute
lipophilité des OC provoque leur bioaccumulation i travers le poisson pour se retrouver
chez les mammiferes (Jones, 1989 ; Tilson et al., 1979).

L’absorption des BPC par les cétacés se fait par voie orale, & travers I’alimentation. On
les retrouve donc au niveau du foie, ou ils sont métabolisés. Les produits engendrés
peuvent se lier au glutathion (tripeptide présent dans le foie) ou aux lipoprotéines, ce qui
facilite leur transport vers d’autres tissus et favorise leur entreposage dans les tissus
adipeux (Lee et al., 2002). Cette accumulation est unique et spécifique aux mammiféres
marins. Ces derniers possédent des taux de BPC élevés et ont donc une faible capacité a
décomposer ces contaminants toxiques.

La monooxygénase benzo(a)pyréne (BPMO) est utilisée comme bio-indicateur de ces

polluants. Son activité refléte I’exposition des mammiferes marins aux OC (Fossi et al.,

2003).

2.2.2 Les variations influencant les taux d’organochlorés rencontrés chez les

cétacés

Les différents taux d’organochlorés rencontrés chez les cétacés peuvent varier selon

’appareillage ou les étalons utilisés. Les variations de concentrations de produits
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organochlorés rencontrées chez les mysticétes sont attribuables a la taille corporelle, la
vitesse métabolique et & I'importance du compartiment lipidique pour la dilution de
résidus. Elles sont également attribuées & des différences liées au métabolisme, a la

cinétique et 2 des différences environnementales.

2.2.2.1 Les différences liées au sexe de I’individu

Les analyses sur des animaux immatures ne montrent pas de différences de concentrations
en fonction du sexe. Les différences que 1’on observe plus tardivement sont donc reliés
aux gestations et a la lactation. Les méres sont capables de relarguer les produits en les
transmettant & leur progéniture via le placenta et le lait. De méme que pour les métaux
lourds, les males ont des taux d’OC plus élevés que ceux des femelles aprés activité
reproductrice et les quantités varient chez les femelles en fonction du cycle reproducteur
(Hobbs et al., 2003). Cependant, on retrouve les mémes congénéres chez les femelles et
les males.

Les aires de reproduction ou de mise-bas étant trés pauvres en nourriture, les animaux
sont contraints de jedner, ou du moins de diminuer sensiblement leur consommation
journaliére de poissons. Elles puisent donc dans leurs graisses, 12 ou sont stockés les
organochlorés. Il découle que les contaminants sont relargués dans le systéme sanguin
aprés métabolisation. Cela aide & leur excrétion par les feces mais facilite également les
transferts placentaire et lactationnel, augmentant les risques embryotoxiques ou

néonataux.

2.2.2.2 Les différences reliées a la localisation

Les océans de I’hémisphére nord étant plus contaminés que ceux de I’hémisphere sud, les
animaux peuplant les eaux nordiques ont donc tendance & se nourrir de proies plus
contaminées que les individus de la méme espéce peuplant les mers de ’hémisphére sud
(Hobbs et al., 2003). Pour un méme niveau trophique, comme chez le krill, les taux de

DDT, CHL ou HCH sont légérement plus élevés pour le Pacifique nord que pour
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I’antarctique (Tanabe, 2002). Cette différence se retrouve a des niveaux trophiques plus
élevés. Les petits rorquals péchés en Antarctique entre les années 1984 et 1993 et ceux
péchés dans le Pacifique nord en 1987 et 1994 montrent une différence significative. Pour
ce qui est ’océan Indien, Prudente et collaborateurs (1997) avancent que la contamination

est réduite en OC persistants de part la rapide dissipation dans les phases d’eau tropicale.

2.2.2.3 Les variations liées au régime alimentaire

La pollution par les OC est plus importante que celle des métaux chez les mysticétes car
leurs proies sont pélagiques hauturiéres, 13 ou se situe la pollution.

La différence de taux d’OC n’est pas forcément liée & des taux de contamination
différents dans le milieu marin mais plus & une différence de régime alimentaire. Les
petits rorquals d’Antarctique se nourrissent essentiellement de krill tandis que ceux du
Pacifique nord ont une alimentation constituée majoritairement de poissons. Les
échantillons de baleines grises prélevés au niveau de la cote sud californienne, une des
zones les plus contaminées au monde en DDT car on y pratique 1’agriculture intensive,
ont révélé de faibles niveaux de contamination (Aono et al., 1997). Ce phénoméne est dil
au fait que cette aire n’est pas une aire de chasse mais sert de passage aux individus. De
méme, il existe deux types de population d’orques : les résidents et les nomades. Les
résidents sont piscivores et les nomades ont une alimentation plus large (oiseaux marins,
phoques, cétacés). On voit alors une différence de concentration entre ces deux

populations vivant pourtant dans la méme aire (Ross et al., 2000).

2.2.2.4 Variations temporelles

De part leur caractére lipophile, les taux de contamination de BPC sont analysés dans le
gras des cétacés. Beaucoup de ces animaux jeinent durant la période hivernale. Un méme
animal ne montrera pas la méme concentration de BPC selon que 1’analyse soit faite en

début d’été (peu de réserve lipidiques favorisant une concentration de polluants plus
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élevée) ou en fin. Et pourtant, le taux de contamination corporelle global peut ne pas
varier.

Les taux de BPC moyens mesurés chez les bélugas du Saint-Laurent sont de 78 900 ng/g
(Muir et al., 1996). De méme que pour les autres contaminants, les taux de BPC et de
DDT augmentent avec I’ge chez les bélugas (Béland et al., 1993). La population de
bélugas de I’ESL est considérée comme une population en danger depuis plusieurs
années. L’habitat de ces animaux est un facteur influengant fortement leur contamination
(Béland et al., 1993). Toutes ces études sont faites sur des carcasses de bélugas échoucs et

ne reflétent pas forcément 1’état de santé de la population globale.

2.2.3 Les effets des organochlorés sur les cétacés

Les OC sont des perturbateurs endocriniens qui agissent en mimant les hormones
stéroides sexuelles, androgénes et oestrogénes, en se fixant aux récepteurs hormonaux et
influencant la voie de signalisation cellulaire, ou en bloquant et altérant la liaison aux
récepteurs hormonaux (anti-androgénes, anti-cestrogénes) (Fossi et al., 2003). Plusieurs
exemples suggérent que I’exposition aux insecticides OC et aux BPC ont affecté les
fonctions endocrines et la reproduction des mammiféres marins. Des effets sur les
stéroides, les hormones thyroidiennes et certains cytochromes p450 surviennent
également (Tanabe, 2002). Des transformations des tissus testiculaires et de I’épididyme
dans les petits rorquals du Pacifique nord ont été observées (Aono et al., 1997). On
observe une réduction du taux de testostérone dans le sang corrélée & I’augmentation de
DDE dans le gras, suggérant un effet anti-androgéne du DDE ou une interruption des
stéroides par les OC. De méme, des cas de pseudohermaphrodisme ont été vus chez la
baleine franche du Groenland qui possédait des taux de contamination en BPC de 610
ng/g (Tarpley et al., 1997 ; Hoekstra et al., 2002b ; Hoekstra et al., 2002a). De guise et
collaborateurs (1995b) ont observé des cas d’hermaphrodisme vrai dans la population de
bélugas de I’ESL. Cette pathologie est liée 4 d’autres dysfonctions reproductives comme
la stérilité ou des interruptions de gestation. Le métabolite du DDT a un potentiel
cestrogéne et anti-androgéne. Des taux trop importants peuvent donc affecter la vitesse,

déja lente, de reproduction chez les mysticétes. Des tumeurs et des problemes
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reproducteurs ont été observés dans les bélugas de I’ESL qui font partie des animaux les
plus contaminés (De Guise et al., 1995a ; Martineau et al., 1994a ; Martineau et al., 1994a
: DeGuise et al., 1996 ; De Guise et al., 1995b ; Martineau et al., 2002b). Contrairement
aux femelles d’Alaska dont la reproduction est active tout au long de la vie, les femelles
du Saint-Laurent ne montrent aucune évidence de gestation aprés 21 ans (Béland et al.,
1993). De plus, des lésions mammaires compromettent 1’alimentation des petits qui sont
allaités plus d’un an. Les femelles excrétent peu les BPC par le placenta et le lait car peu
de petits survivent et le taux de gestation est faible. Des altérations ont aussi lieu dans le
systéme reproducteur.

Béland et collaborateurs (1993) rapportent des cas de tumeurs ovariennes et du systéme
endocrinien chez les bélugas de I’ESL. D’autres tumeurs ont été observées dans cette
population ol 40 % des animaux observés par nécropsie possédent au moins un
néoplasme, dont plus de la moitié se situent dans les tissus du syst¢tme digestif. D’autres
altérations surviennent : moins de 60 % des animaux possédent un nombre normal de
dents. La bouche, I’cesophage, les deux premiers compartiments gastriques ainsi que
I’intestin forment des ulcéres. Le systéme respiratoire est également touché, suggérant un
effet 1ié 2 une immunosuppression. De plus, on a pu identifier dans de nombreux tissus
des bactéries opportunistes. La contamination par les BPC diminue donc les capacités du
systéme immunitaire (Bernier et al., 2000 ; De Guise et al., 1997 ; Martineau et al.,
1994b ; Béland et al., 1993). De méme, Simmonds et collaborateurs (1996) ainsi que
Colborn et Smolen (2002) ont rapporté une augmentation de la mortalité de masse, des
échouages anormaux 3 travers le monde. Ces anormalités sont apparues dans la deuxiéme
moitié du 20°™ siécle. Méme si les facteurs responsables n’ont pas encore été démontrés,

beaucoup de ces contaminants toxiques sont montrés du doigt.

2.3 La radioactivité

Un autre contaminant apparait dans les eaux des pays industrialisés. Ce polluant est le
casium radioactif. Les sources de contamination sont les décharges d’usines radioactives
(notamment dans les eaux irlandaises), les largages liés a I’accident de Tchernobyl de

1986, ou ceux liés aux essais d’armes nucléaires dans 1’atmosphére. Il est distribué dans
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tout I’ Atlantique nord par les courants océaniques. Les taux de caesium radioactif dans les
marsouins, les phoques communs et les phoques gris échantillonnés a différentes
distances de la source Sellafield (en Angleterre) sont variables. Les taux diminuent avec
I’accroissement de la distance a la source. La contamination est plus importante dans cette
espéce prés des décharges. Ces résultats peuvent avoir une utilisation écologique car ils
permettent de séparer les individus par groupes (Born et al., 2002).

Les essais nucléaires frangais en 1995 & Mururoa peuvent avoir des effets plus importants
car les éléments chimiques employés (uranium) sont plus stables. Le temps de demi-vie
physique du cesium est de 30,17 ans et 1’impact écologique est moins important si le

temps de demi-vie est court.

3 Stocks actuels des différentes espéces de cétacés

Malgré ces 18 années d’arrét de chasse a la baleine, plusieurs espéces de cétacés sont
toujours menacées d’extinction. Des études concernant le nombre d’individus pour
chaque population de différentes espéces de baleines sont en cours afin de répondre a
cette préoccupation (Lubick, 2003 ; Roman et Palumbi, 2003 ; Mitchell, 2004 ; Holt,

2004). Les chiffres annoncés par la commission baleiniére internationale sont référencés

dans le tableau 1.
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4 Importance de la connaissance de I’dge des cétacés

Si I’dge des humains peut étre connu par les registres de naissance, ce n’est pas le cas
pour la plupart des organismes vivant en milieu naturel. Et pourtant, connaitre 1’dge des
individus est de toute importance. Cela permet d’incorporer un nouveau paramétre aux
études faites actuellement portant essentiellement sur les stocks de populations de
baleines. Ces études nous indiquent une hausse de croissance de différentes populations.
Selon les données de la commission baleiniére internationale, 1a population de baleine du
Groenland s’accroit a raison de 3,2 % par an ; ce taux d’accroissement celui des baleines
3 bosse est de 3,1% pour la période 1979-1993 dans le golfe du Maine. Cependant,
ajouter I’age nous donnerait un apergu des dynamiques de populations des différentes
espéces de rorquals et nous permettrait de mettre en relation certains parametres
historiques afin d’avoir une meilleure compréhension des événements relatifs & une
population.

De méme, connaitre la structure 4ge d’une population permet de définir les impacts des
interactions entre la population étudiée et son environnement et de mieux prévoir la
gestion de cette population. Ceci est de la plus haute importance dans le cas des espéces
en danger comme le rorqual de Sei, le rorqual bleu, le rorqual commun, les baleines
franches d’Atlantique Nord ou du Pacifique Nord, les dauphins d’Hector ou la population
de bélugas de I’ESL. Enfin, au sein méme de la population, 1’age peut étre utilisé dans les
études regardant 1’état de santé des individus. La connaissance de I’age d’un individu
permet de déterminer comment la vieillesse affecte différentiellement la reproduction, la
santé ou encore d’autres comportements. Au fur et 3 mesure du vieillissement, les
animaux montrent un déclin de fertilité et de survie (Haussmann et al., 2003b). Gilles
Thierault, (2002) consultant sur le projet de I’étude de mortalité des travailleurs dans les
industries de I’aluminium de la région du Saguenay, nous fait part de sa déception que
Martineau et collaborateurs (2002a) n’aient pas étudié la distribution des cancers de
bélugas du Saint-Laurent par catégories d’dge des individus. Cela aurait permis de

connaitre la classe de population la plus touchée par cette maladie. De plus, la
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connaissance de ce paramétre nous permettrait de comparer et éventuellement de relier

cette observation avec le milieu environnant tel que le taux de toxiques par classe d’age.

5 Inconvénients rencontrés lors de la détermination de I’ige des cétacés

Aujourd’hui, la détermination de 1’dge d’animaux est souvent difficile car on manque de
données historiques concernant les individus. Les biologistes de terrain dépensent
beaucoup d’efforts pour déterminer 1’dge des individus en les marquant. Ceci est valable
dans les études chez des animaux terrestres (oiseaux, mammiféres ou autres). On peut
également utiliser des signes visuels comme des changements morphologiques corrélés a
I’age (plumage, pelage), ou I’état de la dentition aprés avoir endormi les individus. Dans
le cas des baleines, le milieu dans lequel elles évoluent, de méme que leurs grandes
tailles, constituent une barriére a ce genre de techniques. De plus, ayant une respiration
volontaire, les endormir conduirait & les asphyxier. Il faut donc voir naitre ces animaux ou
les identifier dans les mois ou, pour certaines espéces, les années suivant leur naissance
par des techniques de photo-identification (Zeh et al., 2002). On utilise des changements
morphologiques reliés a la taille des individus mais également a la couleur de leur peau.
Les bélugas naissent café au lait. Ils prennent ensuite une couleur gris-bleuté jusqu’a I’age
de 4 a 6 ans. Aprés cela, ils sont blancs. De méme, la queue des baleines 4 bosse juvéniles
possede déja le patron qui permet de I’identifier mais celle-ci semble recouverte d’un
voile gris. Cette particularité, associée & la petite taille des individus ainsi que le
comportement particulier qu’il affiche avec sa mére, nous permet de le définir comme un

jeune de I’année, bien que I’on ait pas vu la délivrance.

6 Techniques existantes pour connaitre I’dge des cétacés

Jongsard a résumé en 1969 les techniques utilisées pour déterminer I’Age des mammiferes

marins. Malheureusement, peu de nouvelles techniques ont vu le jour depuis.
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e Longueur du corps

Chez les cétacés, comme tous les mammiferes, la longueur du corps est en relation étroite
avec I’age. Mackintosh et Wheeler ont été les premiers a introduire cette notion pour les
rorquals bleus et les rorquals communs en 1929 (Jongsard, 1969). Cette notion est
toujours utilisable. Cependant, elle reste subjective. Les animaux ne peuvent étre mesurés
avec précision depuis un bateau. Cette donnée reste donc a I’appréciation de chaque

observateur, 2 moins de mesurer des carcasses échouées ou chassées.

e Détermination de 1’dge en fonction du nombre de cicatrices

L’observation de cicatrices a également été proposée comme méthode d’analyse. Les
cicatrices se forment chez les méles 2 la suite d’affrontements pour 1’accouplement avec
une femelle. Partant du principe que ces cicatrices guérissent moins dans les eaux chaudes
que froides, un lot de cicatrices est considéré comme équivalent a une migration. Ainsi, le
nombre de cicatrices refléte 1’dge de I’animal. Cependant, le nombre de ces observations
dépend du caractére et de D'agressivité de chaque animal. De plus, il se limite
principalement aux males. Sur le terrain, I’observation des cétacés ne permet pas toujours
de déterminer le sexe de chaque individu. En effet, les parties génitales sont internes,
exception faite lors de ’accouplement. Il est donc difficile de savoir si I’on est en

présence d’un méile ou d’une femelle.

e Observation des ovaires

Le nombre d’ovules relachés permet également d’avoir un aper¢u de 1’dge des femelles.
Les vitesses estimées dans les années 30 différaient selon les chercheurs (de 1 a 8 corpus
d’aprés Mackintosh et Wheeler et 1 4 4 corpus d’aprés Wheeler pour les rorquals bleus et
communs, pour une année, 1 4 3 corpus d’aprés Laurie) (Jongsard, 1969). En 1939, Peters
observent qu’il existe 2 types de corpus : I’un pouvant étre attribué & une ovulation non

fécondée et I’autre  une ovulation fertile (Jongsard, 1969). Malgré tout, cette technique
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implique de connaitre 1’age de maturité sexuelle de chaque individu. La reproduction de

ces animaux est mal connue et il faudrait également connaitre la fréquence d’ovulation de

ces animaux. Cette technique ne peut s’appliquer qu’aux femelles.

e Observation des fanons

Les fanons ont aussi été étudiés pour établir une relation avec 1’age. Une premiére
hypothése se basait sur I’observation de différentes colorations et de profondeur
observées sur les fanons. Des traces plus profondes sont visibles tous les 15 a 18 cm.
Cependant, aucune corrélation n’a pu étre démontrée entre ces parametres et 1’dge des
mysticétes. Une autre observation a été mise a jour. Lors de I’allaitement, les fanons sont
plus lisses. Une deuxiéme technique a été développée afin de corréler 1’age de 1’animal
avec la distance parcourue depuis la machoire par cette partie. Les fanons sont composés
essentiellement de kératine et s’usent rapidement. Comme les cheveux ou les ongles, ils
poussent de maniére réguliére afin de compenser cette érosion. Le gros inconvénient de
cette étude est que cette relation ne peut plus étre établie lorsque I’animal atteint I’dge de
3 ou 4 ans et que toute la partie lisse reflétant la période de 1’allaitement a disparu.
Cependant, les traces retrouvées sur les fanons et analysées peuvent nous renseigner sur le

régime de I’animal.
e Observation de I’oreille interne

Les couches de cire de I’oreille interne ont également été explorées pour déterminer 1’4ge.
Mais cette technique comporte différents problémes. Plus un animal vieillit, plus les
vieilles couches se compriment rendant la lecture plus difficile. De plus, les comptes &
I’eeil nu ne permettent de mettre en évidence que 10 % des couches existant réellement.
D’abord estimée & 2 couches par an, ’apparition de couches de cire a ensuite été révisée a
la baisse, jusqu’a ce qu’une nouvelle hypothése soit avancée, qui est que la vitesse
d’apparition de couches de cires n’est pas constante au cours de la vie. Les études

actuelles n’ont toujours pas permis de régler ce probléme.
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e Observation des yeux

Les lentilles cristallines sont la cible de cette technique. Le jaunissement du cristallin
concerne un pigment d’une part, déja présent a la naissance, d’autre part, s’accumulant
depuis la naissance. Partant de ce principe, Nishiwaki a observé les lentilles de rorquals
bleus et communs (Jongsard, 1969). La couleur de celles-ci varie. On retrouve des
lentilles incolores ou claires, prenant une coloration jaune clair puis jaune foncé.

Il a également observé que cet obscurcissement était proportionnel 4 la taille des animaux,
au nombre de corpus ovariens des femelles ainsi qu’au poids des testicules chez les
males. Cette mesure ne peut se faire que sur des animaux récemment décédés. En effet,

les yeux sont les mets favoris des oiseaux marins et il n’est pas rare de retrouver une

carcasse échouée dépourvue de ses yeux.

¢ Ftude du squelette

La squelettochronologie, par coupes transversales de mandibules a montré un
accroissement des couches de croissance mandibulaire avec 1’4ge. Cette technique aurait

pu aider & déterminer 1’age mais le nombre de couches varient selon I’endroit examiné et

devient constant a 13 couches.

e Observation des dents

Les dents nous renseignent également sur 1’age des animaux. Nishiwaki et Yagi ont
publié une étude sur les odontocétes indiquant que les couches de dentine augmentent
avec I’age (Jongsard, 1969). La vitesse est de 2 couches par an. Cette méthode a été
largement utilisée depuis et reprise pour les siréniens (Perrin et Myrick, 1980). Si les
phoques ou les otaries peuvent étre capturés et/ou endormis afin de prélever 3 dents
permettant de calculer le nombre moyen de couches de dentines et d’en déduire 1’age, il
n’en est pas de méme pour les odontocetes. Il faut donc avoir accés aux carcasses et
effectuer une nécropsie. Cette méthode a une autre limite qui est liée au fait que les

mysticétes possédent des fanons. Cette technique ne peut donc leur étre appliquée.
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e Marquage des animaux

La technique de capture-recapture est sans aucun doute la plus utilisée. Entre 1932 et
1965, prés de 15 000 baleines dont les rorquals bleus, les rorquals a bosse, les rorquals de
Sei, les cachalots ainsi que les rorquals communs, ont été marquées, essentiellement en
Antarctique. La premiére difficulté consiste 4 marquer 1’animal durant la nage. A I’aide
d’une perche munie d’un objet acéré, les opérateurs doivent s’approcher de 1’animal
suffisamment prés pour I’atteindre et le marquer aux flancs, avant que celui-ci ne plonge.
De plus, I’expérimentateur doit avoir une idée de 1’dge, au moins approximatif, de
I’individu qu’il marque et doit atteindre 1’animal sans le blesser. Jongsard (1969) nous
indique que des scientifiques ont tenté de marqué un veau baleine 4 bosse mais ont touché
les intestins, provoquant la mort du jeune quelques jours plus tard. Les premiéres marques
faites sur les animaux ont été des ronds de 4,5 cm de diamétre apposés dans le gras, en
prenant garde de ne pas toucher les muscles. Mais ces marques avaient le désavantage de
vite cicatriser. D’autres marques plus grossés, donc plus visibles, ont ensuite été utilisées.
Mais, en plus de ne pas blesser les animaux, ’autre difficulté est de retrouver ces
animaux marqués. Dans la saison de chasse 1938-1939 en Antarctique, 5219 rorquals
(rorquals bleus, rorquals communs et rorquals & bosse) ont été marqués. Seuls 181 ont été
recouvrés en 1939-1940. Cette technique a également été utilisée pour de petits cétacés
tels que les bélugas de 1’estuaire de la riviére Churchill ou encore les petits rorquals de
certaines eaux de 1’Atlantique Nord entre 1949 et 1950. Le marquage de la nageoire

caudale a quant a lui été utilisé mais rapidement abandonné.

Un des problémes majeurs de toutes ces méthodes est qu’elles sont destructrices pour
’animal. Elles impliquent que le sujet d’étude soit mort. En 1969 ce n’était pas génant car
les scientifiques embarquaient a bord des baleiniers et pouvaient donc effectuer toutes ces
mesures sur les prises. Le contexte actuel ne permet pas ce type d’études. De plus, elles
apportent peu d’information. Pour toutes ces raisons, bien qu’elle soit d’une trés haute

importance, la variable age est donc souvent laissée de c6té.
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7 Présentation de la technique relative a la mesure des téloméres

Les récentes avancées faites en biologie moléculaire nous permettent d’élargir notre
champ de recherche afin de déterminer 1’age des animaux. Ainsi, la perte graduelle des
séquences télomériques, dont la vitesse a pu étre déterminée grice 3 I’ADN d’animaux
d’age connu, peut étre utilisée comme un marqueur approximatif de 1’age pour des
espéces. Dans ce cas, 2 mesures sont importantes : la longueur absolue des téloméres a la

naissance et la vitesse de changement de longueur des téloméres.

Cette technique posséde de nombreux avantages. Le premier est qu’elle n’est pas
destructrice et peu envahissante pour les animaux. Le deuxiéme est qu’elle peut
s’appliquer & de nombreuses espéces dont la connaissance du paramétre dge n’est pas
disponible par le comptage de couche de dentines dans les dents tels que les poissons, les
amphibiens, les reptiles ou les mammiféres marins. De plus, cette méthode est rapide.
Elle a déja été mise en place sur certains oiseaux ol 5 espéces ont €té étudiées : le pinson
zébré, le pingouin d’Adélie, la sterne hirondelle, le pétrel océanite et I’hirondelle d’arbre
(Haussmann et al., 2003b ; Haussmann et al., 2003a ; Vleck et al., 2003). La mesure des
télomeres s’est effectuée sur I’ADN des érythrocytes prélevés par prise de sang. Une
courbe étalon du type longueur des téloméres en fonction de 1’4dge des animaux a ensuite
été établie pour chaque espéce. 11 s’avére que bien 1’dge précis ne peut pas étre déterminé

avec certitude, on peut attribuer 1’animal a un groupe d’age avec 80 % de certitude.

8 Les téloméres

8.1 Description des séquences télomériques

La notion de télomeres est apparue en 1986, avec 1’'idée de vieillissement cellulaire
(Cooke et Smith, 1986 ; Hayflick et Moorhead , 1961). L’ADN des cellules eucaryotes se

trouve sous forme linéaire, en chromosomes. Les sections d’ADN double brins sont
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généralement considérées comme des dommages a I’ADN (cassures double brins) par la
cellule et déclenchent un arrét du cycle cellulaire pour permettre un mécanisme de
réparation de I’ADN. Pour que les fins des chromosomes ne soient pas confondues avec
des cassures d’ADN, leur extrémité physique est une région chromosomique spécifique
appelée région télomérique. Elle est composée de séquences répétitives d’ADN en
tandem d’un hexanucléotide (TTAGGG)n (Blackburn, 1991 ; Rhodes et al., 2002 ;
derSarkissian et al., 2004 ; Lansdorp, 2000). Les téloméres sont des séquences d’ADN
qui ne sont pas traduites (Blackburn, 2001). Les régions répétitives, adjacentes et internes
aux téloméres appelées séquences sous-télomériques possédent des variants tels que
TTGGGG ou TGAGGG (Wellinger et Sen, 1997 ; Blackburn, 1991 ; Lansdorp, 2000 ;
Moyzis et al.,, 1988). Il existe d’autres régions chromosomiques composées de cette
séquence, provenant de la fusion de chromosomes ancestraux, appelées séquences

télomériques interstitielles et possédant une séquence télomérique exacte (Azzalin et al.,

2001).

8.2 Conservation de la séquence télomérique

Ces régions n’ont jamais été étudiées chez le rorqual i bosse ou le béluga mais sont
extrémement conservées au cours de 1’évolution (Wellinger et Sen, 1997 ; Meyne et al.,
1989). Une hypothése avance que cette séquence remonte a un ancétre commun il y a 400
millions d’années (Meyne et al.,, 1989). Des expériences menées sur 91 especes
différentes montrent que cette séquence est identique dans les différentes classes telles
que les reptiles, les amphibiens, les poissons et les mammiféres (marsupiaux, rongeurs,
insectivores, carnivores, primates), ou encore certains champignons ou protozoaires
(Wellinger et Sen, 1997). Ainsi, méme les mammiferes marins comme le phoque
commun, Phoca vitulina (Meyne et al., 1989) ou le rorqual commun, Balaenoptera
physalus (Meyne et al., 1989. ;Adegoke et al.,, 1993) possedent cette séquence de
téloméres (Meyne et al.,, 1989). Des régions chromosomiques de séquence TTAGGG,
non traduites sont retrouvées dans d’autres espéces de mammiféres marins, de familles de
balaenopteridae, eschrichtiidae et neobalaenidae comme le petit rorqual, le rorqual de Sei,

de Bryde, le rorqual a bosse, la baleine grise, la baleine franche, la baleine franche
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pygmée, la baleine du Groenland (Adegoke et al., 1993) et la baleine bleue (Adegoke et
al., 1993 ; Arnason et Widegren, 1989).

8.3 Lerdle des téloméres

La notion de vieillissement cellulaire a été amenée par les expériences de Hayflick et
Moorhead (Hayflick et Moorhead, 1961). Ils établirent que les fibroblastes ont une durée
de vie in vitro limitée. Cette limitation est due 2 la perte de longueur des téloméres. Une
fois la longueur des téloméres critique, la cellule lance un programme de sénescence,
provoquant la mort cellulaire. Les téloméres ont été définis comme empéchant la fusion
des extrémités des chromosomes entre eux et protégeant ainsi les régions sub-
télomériques de 1’érosion. Ils assurent ainsi une protection contre I’incapacité de I’ADN
polymérase a traduire 1’extrémité de I’ADN. En effet, elle nécessite un tremplin ARN
5’— 3’ et ne peut donc assurer une réplication totale des chromosomes, provoquant une
perte graduelle des téloméres 4 chaque division cellulaire (Blackburn, 1991 ; Lansdorp,
2000 ; Harley, 1991) (figure 1). Cette perte commence dés le développement
embryonnaire (Cech, 2004 ; Sidorov et al., 2004 ; Butler et al., 1998) et est similaire pour
toutes les fins de chromosomes (Henderson et al, 1996). La vitesse de perte est
spécifique au tissu, allant de 50 4 200 pb par division cellulaire (Nakamura et al., 2002 ;
Lansdorp, 2000 ; Greider, 1996). Ce phénoméne est d’ailleurs impliqué dans diverses
maladies comme I’athérosclérose (Chang et Harley, 1995), la maladie de Hutchinson-
Gilford (Allsopp et al., 1992), le syndrome de Werner (Kipling et Faragher, 1999 ; Baird
et al., 2003 ; Baird et al., 2004). Elle a lieu dans la plupart des cellules somatiques : les
fibroblastes en culture (Harley et al., 1990) ou in vivo (Allsopp et al, 1992), les
leucocytes du sang périphérique (Hastie et al., 1990), les cellules de la veine ombilicale
ou de I’artere iliaque (Chang et Harley, 1995), dans les cellules sanguines, le placenta, les

poumons, les muscles, le cerveau, le foie, les reins, la rate, les ovaires (Cooke et Smith,

1986).
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représente les téloméres, Chr. un chromosme. (b) représente la perte télomérique au
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nombre de division cellulaire augmentant avec 1’age, on en déduit que la longueur des

télomeres diminue avec 1’age.
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8.4 Existence de la télomérase

Dans les cellules germinales, une enzyme nommée télomérase vient contrecarrer ce
mécanisme afin de ne pas léguer a leur descendance « un passé trop lourd » (Herrera et
al., 1999. ;Blasco et al., 1997 ; Ogoshi et al., 1998). Cette enzyme ribonucléique étend la
partie 3° de I’ADN et permet le maintien de la longueur des téloméres (Blackburn, 1991 ;
Harley, 1991 ; Greider et Blackburn, 1985).

Elle transporte une notion d’immortalité étudiée dans le cas de lignées cellulaires ou
cancéreuses (Prowse et Greider, 1995 ; Cech, 2004 ; Bennett, 2003). Dans 90 % des
tumeurs, les cellules expriment la télomérase (Autexier et Greider, 1996). C’est le cas de
75 % des carcinomes oraux, de 80 % des cancers du poumon, de 84 % des cancers de la
prostate, de 85 % des cancers du foie, 95 % des cancers colorectaux et 98 % des cancers
de la vessie (Belair et al., 1997). Mais I’activité télomérasique est avant tout un marqueur

de la prolifération cellulaire (Belair et al., 1997). C’est pourquoi on détecte la protéine ou
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I’ARNm de sa sous-unité catalytique hTERT & de faibles niveaux dans les cellules
normales proliférantes (Fujimoto et al., 2003 ; Greider, 1998). Ainsi, les follicules de
cheveux (Blackburn, 2000), I’épithélium lingual (Nakamura et al., 2002), 1’épithélium
mammaire, de prostate ou de vessie (Belair et al., 1997), les cellules souches de I’intestin
(Hiyama et al., 1995a) ou sanguines (Hiyama et al., 1995b) montrent une activité
télomérasique. Malgré cela, les télomeéres sont tout de méme diminués dans certains

épithéliums comme 1’épithélium de colon (Hastie et al., 1990) ou d’uretére (Allsopp et
al., 1992).

9 Description du tissu utilisé

Le tissu qui semble le plus simple & acquérir chez les mammiféres marins est la peau.
Depuis le début des années 90, plusieurs expériences ont été réalisées grace aux
prélévements par biopsies (Gauthier et al., 1997b ; Gauthier et Sears, 1999). D’autres
études sont faites a partir de prélévements sanguins sur les phoques ou bien certains
cétacés comme les bélugas mais elles restent fastidieuses. La peau est une combinaison de
tissus. L’épiderme qui protége le corps comme une barriére externe repose sur une
membrane qui permet de joindre I’épiderme au tissu connectif (appelé également derme)
et aux couches sous-cutanées de gras. L’épiderme est un des tissus auto-renouvelable qui
demeure prolifératif tout au long de la vie. La prolifération a lieu uniquement dans la
couche basale. A partir de la lame basale, les kératinocytes migrent a travers plusieurs
couches suprabasales et subissent un processus continu de différentiation qui conduit 4 la
formation de come squameuse morte. Les cellules épidermiques ont un cycle de
renouvellement de 26 a 42 jours. A I’inverse, le derme est pauvre en composants

cellulaires et consiste majoritairement en composants de matrice extracellulaire (Harle-

Bachor et Boukamp, 1996) (figure 2).

Au niveau de la peau, une faible activité télomérasique a été détectée (Nakamura et al.,
2002). Cette activité semble étre limitée aux couches basales de 1’épiderme (Yasumoto et
al., 1996 ; Kipling et Faragher, 1999 ; Ogoshi et al., 1998 ; Harle-Bachor et Boukamp,
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1996 ; Taylor et al.,, 1996). Lorsque les cellules épidermales proliférantes migrent a la
surface de la peau, elle arrétent d’exprimer hTERT (Lindsey et al., 1991 ; Yasumoto et
al., 1996 ; Ogoshi et al., 1998). De méme, une exposition aux ultra-violets (UV) peut
modifier cette activité télomérasique. En effet, les épidermes non protégés du soleil
montrent une plus grande activité télomérasique (Ogoshi et al., 1998). Cependant, il
existe une perte de télomeres malgré I’expression de télomérase (Lewis et al., 2004). Par
conséquent, les cellules épidermales, les kératinocytes ou les fibroblastes de peau
semblent étre un bon modéle pour développer cette méthode (Lindsey et al., 1991 ;
Allsopp et al., 1992. ; Allsopp et Harley, 1995. ;Yasumoto et al., 1996. ; Friedrich et al.,
2000. ;Nakamura et al., 2002.).

10 Objectifs

Notre étude vise a développer une technique de mesure de la longueur des téloméres, a
partir d’échantillons de peau afin de déterminer I’4ge des cétacés. La peau de baleines a
bosse est prélevée par biopsies sur des animaux nageant librement dans leur aire de
chasse de Mingan (figure 3). La peau des bélugas (figure 2a) est échantillonnée  partir de
carcasses d’animaux retrouvés échoués dans I’ESL (figure 3). Les échantillons de
baleines a bosse sont prélevés sur des animaux d’dge connu afin de pouvoir établir une
courbe du type « longueur des téloméres = f (dge des individus)» qui servira de référence
dans la détermination d’individus d’age inconnu. L’4ge des bélugas est déterminé pour
chaque carcasse par prélévement de 3 dents et comptage de couches de dentine. La
courbe ainsi générée servira elle aussi d’étalon afin de déterminer I’dge d’individus

vivants de la population de I’ESL.
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Figure 2 : (a) photo de peau de béluga montrant I’épiderme (E) face supérieure et le
derme (D) face inférieure. (b) schéma de peau de béluga ; Cc : couche cornée; Pd :
papillaire dermal; Lb : lame basale; I : interdigitalisation du papillaire dermal dans
I’épiderme. L’épiderme repose sur le derme. Ils sont séparés par la lame basale et
s’entremélent au niveau des papillaires dermaux.
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Figure 3 : Aire d’échantillonnage des baleines a bosse et des bélugas [ |. Les
biopsies des baleines a bosse ont été effectuées lors de leur présence sur leur aire de
chasse de Mingan, Golfe du Saint-Laurent, Québec, Canada. Les échantillons de
bélugas ont été prélevés sur des carcasses d’animaux échoués dans ’estuaire du Saint-
Laurent ainsi que dans le Golfe du Saint-Laurent, Québec, Canada.

Carte HydroQuébec
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MATERIEL ET METHODES

1 Echantillonnage des baleines 4 bosse

Les échantillons de 13 individus ont été collectés  partir de la population de baleines a
bosse de I’Atlantique Nord, dans I’aire de chasse de Mingan, Golfe du Saint-Laurent
(Québec, Canada) entre juin et octobre, de 1990 & 2004 (figure 3). La peau a été récoltée
par biosie sur des animaux nageant librement 4 1’aide d’une arbaléte et d’une fleche a
bout creux, comme décrit par Palsboll et collaborateurs (1991). Le tissu a été conservé
dans une solution aqueuse de DMSO 20 % saturée en NaCl 6 M et entreposée a — 20 °C.
Le sexe des individus a été préalablement déterminé par Berube et Palsboll (1996). La
liste des biopsies est présentée tableau 2. Une partie des individus échantillonnés n’ont
pas été vus accompagnés de leur mére la saison suivant leur naissance mais apres. 1l se

trouve que tous ces animaux sont des femelles.
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Tableau 2 : Récapitulatif des biopsies de baleines a bosse prélevées dans la zone de
Mingan. Les numéros des individus sont attribués par le MICS. Le sexe des individus
(F = femelles, M = males) a ét¢ déterminé par analyses biomoléculaires ou par
observations de comportement mére/veau. L’dge de I'individu 4 la biopsie a été
calculé lorsque I’animal était nouveau-né (premier été suivant sa naissance) lors de
son identification. ND = non disponible.

Identité de I'individu|Sexe| Année de biopsie |Age 2 Ia biopsie (ans)
H 009 F 1990 8
H 009 F 2003 21
H 067 F 1992 4
H 067 F 2003 15
H 151 M 1991 2
H 151 M 2003 14
H 225 M 1991 0
H 225 M 1992 1
H 225 M 1993 2
H 226 M 1991 0
H 290 M 1993 0
H 379 M 1993 0
H 549 ND 2003 2
H 002 F 1991 ND
H 002 F 2004 ND
H 140 F 1992 ND
H 140 F 2004 ND
H 147 F 1992 ND
H 147 F 2004 ND
H 228 F 1991 ND
H 228 F 1992 ND
H 228 F 1993 ND
H 277 F 1992 ND
H 277 F 2004 ND
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2 Echantillonnage des bélugas

Des individus de la population de bélugas de I’ESL, Québec, Canada, sont retrouvés
échoués tous les ans entre Riviére Saint-Paul et les iles de la Madeleine (figure 3). Les
carcasses de ces individus ont été utilisées pour 1’échantillonnage. La peau des individus a
été découpée, enveloppée d’une feuille de papier aluminium et conservée a —20 °C. Les
machoires ont été disséquées et conservées 4 température ambiante jusqu’a 1’analyse des
dents. Les échantillons de 31 bélugas ont été choisis parmi ceux échoués entre 1999 et
2002. Ils ont été sélectionnés en fonction du code de décomposition global de 1’animal,
établi selon Geraci et Lounsbury (1993) et présenté en tableau 3, lorsque que celui-ci était
disponible ou selon un état similaire quand aucun code n’était attribué. Tous les
échantillons de peau dont le code de décomposition était supérieur ou égal a 4 (état de
décomposition trés avancé) ont été rejetés de I’étude. De plus petites quantité de peau ont
ensuite été ré-échantillonnées dans une solution aqueuse de DMSO 20 %, saturée en NaCl

6 M et conservées a —20 °C de fagon 3 mimer les conditions de terrain.

Tableau 3 : Récapitulatif du code de décomposition des cétacés selon Geraci et
Lounsbury. Le code des carcasses de bélugas rencontrées dans I’ESL a été attribué
grice a cette nomenclature.

Code de
Caractéristiques
décomposition
1 Animaux vivants
2 Carcasses en bonne condition, apparence normale
3 Passables, gonflements liés a la décomposition
4 Mauvaises, analyses ADN limitées
5 Momifiées ou débris squelettiques,tissus desséches
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3 Détermination de I’age

Les baleines a bosse de cette aire d’étude sont photo-identifiées depuis 1979. Nous avons
choisi des échantillons d’animaux que 1’on a vu le premier été suivant leur naissance.
L’age ainsi considéré est 0 an.

Pour les bélugas, les couches de dentine sont comptées sur 3 dents différentes pour

chaque individu, assumant que 2 couches de dentine correspondent a 1 an (Perrin et

Myrick, 1980).

4 Extraction de PADN

Les extractions d’ADN sont effectuées avec la trousse GenomicPrep Cells and Tissue
DNA isolation kit (Amersham Biosciences, Baie D’Urfé, Québec, Canada). L’épiderme
et le derme sont séparés selon I’estimation de I’opérateur a I’aide d’une lame de coupeur.
Un échantillon de 500 mg d’épiderme de beluga ou bien une quantité variable d’épiderme
de baleines a bosse a été placé dans 10 ml de PBS, puis broyés longuement a 4 °C. Un
lavage (répété deux fois) a ensuite été réalisé : le volume a été complété avec du PBS
jusqu’a 50 ml et les tubes centrifugés a4 1300g durant 5 min. Du tampon de lyse (1,2 ml) a
été ajouté au culot et la préparation a été incubée durant 5 h a 37 °C. De la protéinase K
(6 pl a 20 mg/ml) (Amersham Biosciences, Baie D’Urfé, Québec, Canada) a été ajoutée
avant incubation durant 16 h 4 55 °C. Aprés avoir laissé les tubes refroidir 4 température
ambiante, 6 ul de RNAse du kit ont été ajoutés et les tubes placés a 37 °C pendant 2 h.
Une solution de précipitation de protéines (200 pl) a été ajoutée et les solutions divisées
en deux dans des tubes Eppendorf de 1,5ml. Les tubes ont été centrifugés 5 min a 11 000
g, puis 500 pl de surnageant ont été placés dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml propres.
La précipitation de ’ADN a été obtenue par 1’ajout de 100 ul de NaCl 1M et 600 pl
d’éthanol 100 % (Alcools de commerce Inc, Brampton, Ontario) et en plagant les tubes
pendant 2 h 4 - 20 °C. Aprés centrifugation a 11 000 g pendant 4 min, les surnageants ont

été éliminés. Les culots ont été lavés par ajout de 500 pl d’éthanol dilué a 70 % avec de
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I’eau et centrifugés durant 3 min 4 11 000 g. Les culots ont été ensuite séchés et re-

suspendus avec 50 pl de solution de réhydratation d’ ADN.

5 Essai TRAP (Telomerase Repeat Assay Polymerisation )

Deux biopsies ont été récoltées aléatoirement sur deux individus de la population de
bélugas de I’ESL, par le Groupe de Recherche et d’Education sur les Mammiferes Marins
(GREMM), a I’embouchure du Saguenay. La peau a été placée dans des tubes
cryogéniques insérés dans des tubes remplis d’isopropanol, placés dans une glaciére
d’azote liquide.

Les protéines totales de peau (derme + épiderme) de I'individu B, ainsi que les protéines
totales de derme mais aussi d’épiderme de I’individu A ont ensuite été extraites et traitées
comme décrit par le manufacturier (kit TRAPeze™, Intergen, Puchase, NY, Etats-Unis).
Le derme et I’épiderme ont été séparés par coupe mécanique i 1’aide d’un scalpel. Les
protéines sont extraites des tissus selon le principe qui suit. Chaque tissu (50 mg) a été
broyé dans 200 pul de tampon de lyse CHAPS 1x (10 mM Tris-HCI pH=7,5 ; 10 mM
MgClz; 1 mM EGTA ; 0,1 mM benzamidine ; 5 mM B mercaptoéthanol ; 0,5 % CHAPS ;
10 % glycérol) dans un tube Eppendorf de 1,5 ml et maintenu 4 4°C durant 30 min. Les
échantillons ont ensuite été centrifugés & 12 000g durant 20 min, a 4°C. Les surnageants
sont enfin séparés dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml propres (par 160 pl) et la
concentration totale de protéine est mesurée par la méthode de Bradford.

La détection de la télomérase se fait grice au marquage au v*?P-ATP terminal de la sonde
servant de substrat 3 la télomérase, appelé primer TS. L’extrait total de protéines (1 mg) a
ensuite été placé dans un thermocycleur avec le primer TS dans un tampon de réaction
TRAP (20 mM Tris-HCl pH=8,3 ; 1,5 mM MgCl,; 63 mM KCI; 0,05 % tween 20;
1 mM EGTA) afin de subir une réaction de polymérisation en chaine (PCR). Les
amplifias ont enfin été analysés par gel PAGE 10 % non-dénaturant dans du tampon TBE
0,5 x (1,5 h 4 400 V). Le gel a été séché et les produits de réaction sont visualisés par

autoradiographie.
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6 Analyses par technique de Southern

L’ADN génomique (10 pg) a été digéré par les enzymes de restriction Rsal et Hinfl (1
unité/pg ; NEB, Pickering, Ontario, Canada) dans 20 pl de tampon de digestion durant 16
h & 37°C. Les fragments digérés ainsi que les marqueurs de poids moléculaires marqués
au *?P (Amersham Biosciences, Baie D’Urfé, Québec, Canada) ont été séparés par gel
d’agarose 0,7 % non dénaturant (2,5 V/cm) dépurinés, dénaturés et neutralisés puis
transférés par vacuum sur une membrane de nylon chargée positivement (Hybond-N+,
Amersham Biosciences, Baie D’Urfé, Québec, Canada), selon les instructions du
fabriquant. Aprés avoir lié ’ADN a la membrane par lumitre UV, les filtres ont été
saturés durant 16 h 4 49°C dans 100 ml de tampon phosphate (phosphate 0,5 M, pH 7,2,
SDS 7 %, EDTA 10 mM). Une sonde radiomarquée au **P (1 000 000 cpm/ml), de
séquence (CCCTAA)4 , complémentaire a la séquence rencontrée fréquemment, c¢’est-a-
dire TTAGGG; a été ajoutée dans 40 ml de tampon phosphate pour hybridation durant
16h a 49°C. Les membranes ont été lavées 5 min avec un tampon de SSC 2x, SDS 0,1 %.
Ce lavage est répété. Puis, un lavage dans un tampon plus stringent SSC 1x, SDS 0,1 % a
été effectué durant 10 mn. Ce lavage est également répété. Une analyse du gel grace au
systtme Phosphor Imager a permis la visualisation des signaux émis par la sonde
spécifique aux téloméres.

L’analyse densitométrique permet de déterminer la position et la force des signaux
radioactifs de chaque puit (Molecular Analyst, Biorad, Mississauga, Ontario, Canada). La
longueur des téloméres a été calculée grice a la formule TRF (pb) = £ O.D,; / Z
(O.D./M.W.)), oi TRF ( Telomeric Repeat Fragment) est la longueur moyenne des
fragments télomériques, O.D.; est I’intégration du signal dans I’intervalle i et M.W_; est la
longueur du fragment télomérique a mi-distance de I’intervalle i. Cette équation est celle
décrite par Harley et collaborateurs et couramment utilisée depuis (1990). Elle est basée
sur I’intégration du signal émis a un poids moléculaire i. La fenétre d’analyse utilisée

pour les bélugas est comprise entre 10 et 25 kb et celle des baleines a bosse est de 5 a 20

kb.
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7 Analyses statistiques

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisée avec le logiciel Statistica 6.0.

La normalité des données a été vérifiée a 1’aide du test de Liliefors sur ’ensemble des
données. Le coefficient de corrélation de rang de Spearman a été déterminé afin d’établir
s’il existait un lien entre les variables dge et longueur des fragments des téloméres.

Une ANOVA 2 un facteur a été réalisée afin de déterminer si soit le sexe ou soit I’année

d’échouage influengait la longueur des téloméres. Le seuil de significativité étant de a =
0,05.
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RESULTATS

La sonde utilisée pour mettre en évidence les régions télomériques est de séquence
(CCCTAA),, séquence complémentaire a celle des téloméres TTAGGG,. Les signaux
mis en évidence par cette sonde radiomarquée (figure 4a) sont ensuite intégrés selon une
fenétre d’analyse propre 4 chaque espéce et définie & I’aide des marqueurs de poids
moléculaires (figure 4b). Cette fenétre permet d’obtenir une moyenne des signaux
significatifs. Les longueurs de téloméres moyennes obtenues selon différentes fenétres
varient pour chaque individu mais les variations d’un individu a I’autre ne différent pas
ou tres peu. Nous avons donc choisi la fenétre 6u les signaux sont les plus lisibles pour
ensemble des données. Méme si certains signaux semblent faibles (ex : Mn - H 127
figure 4a), ceux-ci n’ont été analysés que lorsque leurs valeurs étaient supérieures au bruit
de fond. Pour les baleines & bosse, le signal est pris en compte entre 5 et 20 kb. Pour les

bélugas, le signal analysé est compris entre 10 et 25 kb.
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Figure 4 : (a) Résultat d’une hybridation télomére-spécifique. PM 1 et 2 = échelles de
poids moléculaires; D1 1, 2 et 3 = ADN des bélugas 1, 2 et 3 digérés par Rsal et Hinfl;
Mn-H 009, 228, 127, 277, 002 ADN des baleines a bosse H 009, H 228, H 127, H 277
et H 002 respectivement digérés par Rsal et Hinfl. B = fenétre d’analyse des bélugas
comprise entre 10 et 25 kb ; BB = fenétre d’analyse des baleines & bosse comprise
entre 5 et 20 kb. (b) Corrélation existant entre la densité optique (D.O.) obtenue et le
poids moléculaire (PM) pour I’individu Mn - H 002. Le rectangle rouge représente les
points sélectionnés pour ’analyse de mesure de longueur des téloméres.

Afin de faciliter la compréhension du lecteur, la suite des résultats sera présentée de fagon

séparée pour chaque espéce.

1 Les baleines a bosse

Pour cette espéce, 1’analyse s’effectue en deux parties. La premiére partie de 1’étude porte
sur la création d’une courbe étalon mettant en relation la longueur des téloméres et 1’age
des individus. La seconde partie porte sur 1’établissement de la perte annuelle de longueur
des téloméres pour chaque individu et la comparaison de celle-ci avec la pente de la

droite de régression de la premiére partie.

1.1 Relation entre la longueur des télomeéres et I’dge des individus

La relation entre la longueur des téloméres et 1’dge des baleines & bosse a été étudiée a
partir de treize observations de huit animaux d’ages connus : H 009, H 067, H 151, H
225, H 226, H 290, H 379 et H 549 dont certains ont subi deux (H 009, H 067 et H 151)
ou trois (H 225) biopsies a des ages différents. Ces résultats permettent d’établir la courbe
qui met en relation la longueur des téloméres et 1’age des individus : TRF = f (age) (figure
5). La régression linéaire de ces données indique que les téloméres ont tendance a
diminuer avec 1’age des baleines a bosse selon 1’équation de la droite de régression TRF =

9766 — (43 x age). Cependant, apres avoir effectué le test de corrélation de Spearman,
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nous ne pouvons affirmer que cette relation soit significative car le coefficient de

corrélation est r = -0,363 et la P-valeur est p = 0,246.
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Figure 5 : Longueur des téloméres en fonction de I’dge des baleines a bosse. Les
données pour les males et les femelles sont agglomérées. Les traits pointillés

représentent I’intervalle de confiance & 95%.
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1.2 La perte annuelle individuelle de téloméres

La deuxiéme partie de I’analyse est effectuée sur des animaux ayant subi plusieurs
biopsies, 4 au moins un an d’intervalle. Nous avons utilisé les donnés des individus d’age
connu H 009, H 067, H 151 et H 225. De tous les animaux qui fréquentent cette aire de
chasse, nombreux sont ceux dont on ne connait pas I’dge. C’est le cas des individus H
002, H 140, H 147, H 228 et H 277. Ces individus ont subi deux biopsies (trois pour H
228). Nous avons ensuite regardé la tendance de la longueur des télomeres. Pour cela,
nous avons soustrait la longueur des télomeéres de la biopsie plus ancienne a la longueur
des téloméres de la biopsie la plus récente (ex : H 140004 - H 1401952 = A). Nous avons
donc la variation du nombre de paires de base pour un nombre d’années donné (A). Nous
avons divisé ce nombre par le nombre d’années (x) afin d’avoir la variation du nombre de
paires de base par années (a) pour chaque individu (ici ajs = A/x, et x = 2004 — 1992).
Lorsqu’un individu a subi trois biopsies, la méme chose est faite pour chacune des valeurs
entre elles, nous amenant 2 trois résultats différents (A1, A2 et A3). La fenétre d’analyse
est la méme que celle utilisée dans la premiére partie, c’est-a-dire de 5 & 20 kb. Les
résultats sont présentés dans le tableau 4. Gréce a ces observations, nous avons pu établir
la relation de perte annuelle des téloméres pour chaque individu. La moyenne de ces
treize données est de —15 pb/an. La valeur minimale rencontrée est une perte de -2 099 pb
et la valeur maximale est un ajout de 3 239 pb. Ceci nous permet de dire que les baleines
a bosse, dans cette seconde partie de 1’étude, perdent 15 pb + 352 pb par année au niveau

de la séquence télomérique des cellules de 1’épiderme.
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Tableau 4 : Récapitulatif des variations annuelles des téloméres de baleines a bosse.
Cette variation est calculée en soustrayant la valeur des téloméres une ou plusieurs
années aprés la premiére biopsie. Lorsque plusieurs biopsies d’un méme individu sont
analysées, les différences ont été calculé entre chaque année de biopsie et notée sous
le sigle A1, 2 et 3.

Identité de I'individu [Variation annuelle de télomére (a), en pb
H 009 70
H 151 -174
H 067 220
H 225: Al 393
H 225: A2 -1807
H225:A3 -707
H277 -125
H 140 -97
H228 :Al 3239
H228 : A2 -2099
H 228 : A3 570
H 002 67
H 147 257
Moyenne -15

1.3 Autres observations

Nous avons réalisé des ANOVA & un facteur afin de déterminer si d’autres facteurs,
indépendants du vieillissement des individus auraient pu influencer la diminution des
téloméres tels que le sexe ou la durée de conservation de 1’échantillon. Dans ce but, des
ANOVA 3 un facteur sont réalisés sur I’ensemble des données (premiére et deuxiéme
partie) afin de déterminer si le sexe ou la durée de conservation de 1’échantillon est un
facteur influengant la longueur des téloméres. Pour la durée de conservation de
’échantillon, les individus ont été regroupés dans deux catégories distinctes: les
échantillons de 11 4 15 ans (animaux dont les biopsies ont été prises entre 1990 et 1994)
et les échantillons récents (animaux dont les biopsies ont été prises en 2003 et 2004). Les
résultats des tests montrent que la différence de longueur de télomeéres n’est pas relié au
sexe de I’individu (p = 0,167). De méme, les biopsies de dix ans ou plus (entre 1990 et

1994) ne différent pas des biopsies plus récentes (2003, 2004) (p = 0,745).
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2 Les bélugas

2.1 Activité de la télomérase

Deux biopsies ont été prélevées sur deux individus a et B de la population de bélugas de
’ESL. La biopsie de I'individu A est séparée de fagon & traiter différentiellement le
derme et I’épiderme tandis que la biopsie de I’individu B est traitée de maniére a analysé
les protéines totales de peau, soient celles du derme plus celles de 1’épiderme. Les
résultats de 1’essai télomérase montrent une activité télomérasique pour tous ces
échantillons (figure 6). Cette activité est forte pour 1’échantillon de peau, pour I’individu
B. Cette activité est plus faible pour I’échantillon de derme ou d’épiderme, pour

I’individu A.

Figure 6 : Essai TRAP des échantillons de bélugas. Puits 1: contrble positif de
Pactivité télomérasique; puits 2 : contrdle négatif de 1’activité télomérasique; puits 3 :
échantillon de derme de I’individu A; puits 4 : échantillon d’épiderme de I’individu A;
puits 5 : échantillon de peau de I'individu B (derme + épiderme). Les méme quantités
de protéines totales sont déposées dans les puits 3, 4 et 5.
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2.2 Relation entre la longueur des téloméres et I’dge des individus

Les biopsies de bélugas ont été prélevées & partir de 1999. Les échantillons ont donc
passé quatre ans au plus & — 20 °C. Malgré la stricte sélection des trente échantillons de
bélugas, cinq individus ont di étre écartés de I’étude car ils montraient un ADN
décomposé aprés analyse de I’ADN génomique sur gel d’agarose 0,7 % non-dénaturant
(exemple figure 7).

L’état de décomposition pouvant avoir une influence sur la longueur des télomeéres, nous
avons effectué une ANOVA a partir des neuf échantillons dont nous possédions le code
de décomposition. Cette analyse indique une valeur p = 0,980. Cependant, sur les neuf
échantillons testés, sept sont de code 3 et deux de code 2. La distribution du code de
décomposition de ces échantillons n’est pas normale. Il est donc impossible de corréler
ces deux facteurs. De plus, nous possédons trop peu d’informations pour interpréter de

tels résultats.

L’analyse de la relation entre la longueur des téloméres et 1’dge des individus, en utilisant
une fenétre comprise entre 10 et 25 kb, montre que la longueur des téloméres de bélugas
n’est pas corrélée i 1’age des animaux (r = 0,066 ; p = 0,755 ; n = 25) (figure 8). Elle n’est
pas corrélée non plus au sexe des animaux (p = 0,690), indiquant que ces deux facteurs

n’ont pas d’interactions.

Figure 7 : Différents états de conservation de I’ADN. PM = poids moléculaires, DI 1
= ADN en bon état, DI 2 = ADN décomposé. Lorsque I’ADN est décomposé,
I’individu est soustrait de 1’étude.
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Figure 8 : Longueur des téloméres en fonction de 1’age des bélugas. Les données des
males et des femelles sont agglomérées. Les traits pointillés représentent I’intervalle

de confiance a 95 %.

2.3 Autres observations

Comme pour les baleines 3 bosse, nous avons testé I’influence d’autres facteurs (le sexe
et ’année de biopsie) sur la longueur des téloméres de bélugas. Les ANOVA & un facteur
montrent que la longueur des téloméres n’est pas influencée par le sexe des animaux p=
0,690). De plus, elle n’est pas corrélée avec 1’année d’échantillonnage (p = 0,093). L’état
de décomposition dans lequel est trouvé I’animal ne semble également pas affecter la
longueur des téloméres par une décomposition de I’ADN (p = 0,980 ; 7 animaux de code

3 et 2 animaux de code 2).
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DISCUSSION

1.  Choix de la méthode expérimentale

Il existe plusieurs méthodes permettant de mesurer la longueur des séquences
télomériques. La technique d’hybridation in situ permet d’avoir une vue de la distribution
des télomeéres dans le noyau pas nécessairement compacté (Henderson et al., 1996). La
technique de Q-FISH (hybridation in situ fluorescente quantitative) permet de mesurer la
longueur des téloméres en métaphase mais aussi en interphase (Ferlicot et al., 2003). La
PCR quantitative (Polymerisation Chain Reaction) a aussi été adaptée afin de mesurer les
téloméres (Cawthon, 2002). La méthode STELA (Single Telomere Length Analysis) a été
développée spécifiquement pour les chromosomes sexuels (Baird et al.,, 2003). La
technique PRINS (Primed in situ) produit une copie étiquetée des répétitions ADN
télomériques in situ et mesure les TRF (Lavoie et al., 2003). Une autre méthode dérive
d’un modéle enzymatique immunométrique ol I’interaction anticorps-antigéne a été
remplacée par une hybridation & de ’ADN (FreuletMarriere et al., 2004). Grice & un
oligonucléotide couplé a de la biotine, I’acétylcholinestérase conjuguée a de la
streptavidine permet de mesurer les téloméres sur des lysats cellulaires.

Parmi toutes les méthodes existantes, nous en avons testé deux avant de nous orienter
vers la technique de Southern Blot. La premiére se nomme TéloGlo (Promega USA).
L’oligonucléotide se fixe 3 I’ADN de séquence télomérique uniquement (figure 9, étape
1). Une pyrophospholyse de la sonde hybridée conduite par une polymérase (figure 9,
étape 2) couplée a une transphosphorylation conduit & la production d’ATP (figure 9,
étape 3). La production d’ATP est directement reliée & 1’abondance de la cible spécifique
qu’est la séquence retrouvée dans les téloméres. Finalement, I’ATP est détecté par
I'utilisation d’une solution de luciférase/luciférine, dont le signal lumineux produit est
mesurée 4 1’aide d’un luminomeétre (figure 9, étape 4) (Learish et al., 2002). Cette

technique présente de nombreux avantages. Tout d’abord, elle n’utilise que trés peu
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d’ADN (1 pg). Dans notre cas, la quantité initiale d’échantillon est limitée puisqu’une
biopsie n’apporte que 100 & 500 mg de peau et le rendement est de 0,750 pg d’ADN/mg
de peau. L’ADN peut étre réutilisable pour d’autres études comme la phylogénie ou la
détermination du sexe. La quantité d’échantillon est donc un sujet de préoccupation pour
la mise au point de notre technique. De plus, elle ne nécessite pas de digestion de I’ADN.
Le signal émis est dfi uniquement  ’hybridation de la sonde aux séquences télomériques.
Les régions sous-télomériques, dans lesquelles les enzymes coupent dans la méthode de
Southern Blot, peuvent influencer la distance de migration des fragments d’ADN révélés
avec la sonde télomere-spécifique. Cette méthode évite également les autres artéfacts dis
3 la migration sur gel comme une différence de tension entre les différents puits. Un autre
avantage non négligeable est que cette expérience s’exécute en une demi journée une fois
que ’ADN est extrait. De plus, on peut analyser plus de quinze échantillons en méme
temps, en duplicata. Cependant, nos expériences ne nous ont pas permis de reproduire les
conditions de la publication (Learish et al., 2002). En effet, les valeurs obtenues pour la
mesure de téloméres des échantillons étaient inférieures aux valeurs contrdles, nous

donnant des mesures de luminescence négatives.

La deuxiéme méthode testée se nomme TeloTAGGG, manufacturée par Roche (Geron
Corp, Menlo Park, CA USA). Le principe (figure 10) est sensiblement le méme que celui
de la technique de Southern Blot. L’ADN est digéré par des enzymes de restriction. Les
fragments générés sont séparés par électrophorése sur gel d’agarose selon leur poids
moléculaire puis transférés sur membrane de nitrocellulose. Une sonde couplée a de la
digoxygénine (DIG) s’hybride aux séquences télomériques. Un anticorps dirigé contre la
DIG est incubé & la membrane. Cet anticorps, couplé a une phosphataée alcaline émet un
signal chimioluminescent lorsqu’il est en contact avec son substrat. Ce signal mesuré et
comparé a I’échelle de poids moléculaire permet de calculer la longueur des téloméres de
1’échantillon. Cette technique a les méme avantages que celle de Southern Blot mais en
posséde un supplémentaire non négligeable : elle n’utilise pas de radioactivité. Elle est
donc écologique, sécuritaire pour 1’utilisateur et ne nécessite pas d’autorisation ou de
maintenance particuliére. Malheureusement, ce produit n’est pas trés répandu

d’utilisation. Les compositions peuvent différer d’un kit a I’autre.
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Figure 9 : Principe de la mesure de téloméres par luminométre. La sonde se fixe
spécifiquement a I’ADN de séquence télomérique (1). La sonde est pyrophospholysée
par une polymérase (2) puis transphosphorylée, conduisant a une production d’ATP
(3). Une solution de luciférase/luciférine est ajoutée a 1’échantillon, produisant un
signal lumineux mesuré a I’aide d’un luminomeétre (4). L’abondance de la lumiére est
directement reliée a la production d’ATP, elle-méme dépendante de la cible
spécifique qu’est la séquence télomérique.
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Figure 10 : Principe de la mesure de téloméres par chimioluminescence. L’ADN est
digéré par des enzymes de restriction coupant dans la partie sous-télomérique. Les
fragments d’ ADN sont séparés selon leurs tailles par électrophorése sur gel d’agarose.
Ils sont ensuite tranférés sur membrane de nitrocellulose. La sonde couplée a un
antigéne DIG se fixe spécifiquement aux téloméres. L’antigéne est reconnu par un
anticorps anti-DIG, couplé de fagon covalente a une alcaline phosphatase .
substrat est ajouté a I’échantillon, produisant de la chimioluminescence, mesurée par
exposition a des films autoradiographiques . La longueur des téloméres peut ensuite

Digestion de ’ADN génomique
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étre calculée par comparaison a I’échelle de poids moléculaires.

Toutes ces raisons nous ont poussé a nous associer a un laboratoire ot la technique de
Southern Blot avec révélation radioactive est un procédé couramment utilisé. Le
laboratoire d’Eric Thorin, de I’Institut de Cardiologie de Montréal posséde tout le savoir
faire nécessaire. J’ai donc pu y effectuer les expériences ainsi que ’analyse des résultats

des échantillons de peau de bélugas et de baleines a bosse et bénéficier ainsi de

I’expertise de 1’équipe.

2.

Les autres études utilisant les téloméres pour déterminer I’dge des animaux sont

effectuées & partir de prises de sang (Haussmann et al., 2003b ; Haussmann et al., 2003a ;
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Vleck et al., 2003). Malheureusement, cet échantillon ne peut étre collecté facilement
chez les cétacés. En effet, le milieu dans lequel évoluent les cétacés constitue une barriére
importante. De plus, ils ne peuvent étre endormis car leur respiration est volontaire

(Fontaine, 1998).

Notre étude sur les baleines 4 bosse, comme celle sur les bélugas, s’effectue a partir
d’échantillons de peau. Ce tissu est choisi pour sa facilité de collecte et pour les faibles
dommages qu’il entraine sur les animaux (Gauthier et Sears, 1999). La peau est décrite
comme une combinaison de tissus mesurant de 1 a4 30 mm d’épaisseur chez les
mammiféres marins (Haldiman et al., 1985 ; Craig et al,, 1987). Elle se compose du
derme et de I’épiderme, comme chez ’Homme (Marieb ;Haldiman et al., 1985). Le
derme posséde de nombreuses cellules adipeuses, entrelacées avec I’assise du derme
papillaire composée de tissu connectif fibreux blanc, dense et irrégulier. Ce tissu étant
extrémement compact, nous avons choisi d’extraire I’ADN de I’épiderme de nos
échantillons.

Il existe de nombreuses inter-digitalisations entre le derme et I’épiderme. Une séparation
de ces deux tissus par trypsinisation ou chauffage a 60 °C est impossible car les
inclusions entre derme papillaire et épiderme sont trop nombreuses (Menon et al., 1986).
L’épiderme repose sur le derme, faisant joint entre 1’épiderme et le tissu connectif ainsi
que les couches sous-cutanées de gras. Il protége le corps des agressions externes. C’est
un tissu caoutchouteux qui posséde des follicules pileux et des papilles sensitives.
L’épiderme repose sur une lame basale de cellules germinatives. Cette couche donne
naissance aux lipokératinocytes, qui se kératinisent en migrant vers la surface de la peau &
chaque formation d’une nouvelle couche cellulaire (Menon et al., 1986). Les 12 a 60
couches ainsi formées ne sont pas franchement différenciées (Haldiman et al., 1985).
Elles s’entremélent, plus particuliérement dans les couches basses, aux mélanocytes
présents dans les régions pigmentées de la peau et a la lame basale (Pfeiffer et Rowntree,
1996). L’épiderme de nos échantillons a été séparé du derme par coupure a I’aide d’une
lame de scalpel. Cette séparation est approximative et il est possible qu’une faible partie
du derme, notamment par les invaginations, ait été traitée avec 1’épiderme (figure 11). La

lame basale a été décrite comme en perpétuelle renouvellement. Les cellules migrant
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ensuite vers I’extérieur se différencient en cellules de 1’épiderme. Au fur et a mesure de
cette migration, elles perdent leur capacité de prolifération. Il est possible que I’activité
télomérasique détectée dans les échantillons de bélugas au niveau du derme ainsi que de
I’épiderme soit due aux nombreuses interdigitalisation du derme et de la lame basale dans
I’épiderme. Si tel est le cas, cette activité étant faible et restreinte a la lame basale, elle ne
devrait pas influencer la mesure de la longueur des téloméres pour la majorité de

I’échantillon.

A
Q
o

Figure 11 : schéma de peau de béluga : (E) épiderme, (D) derme. Cc : couche cornée;
Pd : papillaire dermal; Lb : lame basale; I : interdigitalisation du papillaire dermal
dans I’épiderme. La fléche en pointillé rouge montre la coupe possible séparant
I’épiderme du derme.

3 Ktatdela peau

Il est possible que malgré la stabilité de I’ ADN, la période de conservation prolongée des
échantillons de baleines a bosse a — 20 °C ait pu influencer I’état de I’ADN et donc, la
longueur des téloméres. Les résultats de I’ANOVA effectué nous permettent de conclure

que ces deux facteurs ne sont pas corrélés (p = 0,167).

En ce qui concerne les échantillons de bélugas, le temps de conservation est au maximum
quatre ans, a4 — 20 °C. Cependant, ils proviennent de carcasses d’animaux, dont on ne
connait ni la date, ni la cause exacte de la mort. L’ANOVA effectuée indique une valeur p
= 0,980. Sur les vingt cinq échantillons, neuf possédaient un code de décomposition et ont

pu étre été testés. Sept étaient de code 3 et deux de code 2. La distribution du code de
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décomposition de ces échantillons n’est pas normale. Il est donc impossible de corréler
ces deux facteurs. L’état de décomposition peut avoir une influence sur la longueur des
téloméres car une altération post mortem de ’ADN au niveau des télomeéres nous
donnerait des résultats faussés, sous-estimés. Nous nous sommes donc basés sur les

résultats obtenus aprés passage sur gel d’agarose pour déterminer la qualité de I’ ADN.

4 Séquence télomérique chez les espéces étudiées

Puisque la séquence télomérique est extrémement conservée entre les espéces, nous avons
choisi de ne tester que la sonde complémentaire (CCCTAA)4 .Les résultats nous montrent
que la séquence télomérique observée chez ces deux espéces de cétacés est celle attendue,
a savoir TTAGGG, pour les baleines a bosse ainsi que pour les bélugas. En effet, malgré
sa conservation au cours de 1’évolution, aucune étude n’identifiait les téloméres comme
tels chez ces deux espéces. Une étude observe une séquence d’ADN satellite lourde
TTAGGG, non traduite chez les rorquals & bosse ainsi que sur d’autres espéces de
baleines, mais ne fait pas la relation avec les téloméres (Adegoke et al., 1993). Une autre
étude compare les séquences télomériques sur quatre-vingt-onze espéces de vertébrés
(Meyne et al., 1989). Méme si cette séquence est identifiée comme TTAGGG, pour les
rorquals communs, rien ne nous permettait d’extrapoler sur les espéces de notre étude. Ici,
nous pouvons affirmer que les baleines a bosse, ainsi que les bélugas posseédent des
téloméres de séquence TTAGGG,. Nous sommes donc les premiers a avoir démontré que

cette séquence est conservée chez les baleines a bosse, ainsi que chez les bélugas.

5 Longueur moyenne des téloméres

Les téloméres sont présents dans la peau des baleines a bosse ainsi que dans celle de
bélugas. Pour les baleines a bosse, les douze échantillons analysés de huit animaux d’age
connu nous permettent de définir la perte des téloméres selon 1’équation suivante : TRF =
9 766 - 43 x age (age en ans, TRF en pb). Parmi ces individus, cinq ont eu une biopsie,

deux ont eu deux biopsies et un individu a eu trois biopsies. La longueur des téloméres a
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la naissance selon la régression linéaire est de 9 766 pb. Cette valeur concorde fortement
avec celle obtenue par le calcul de celle moyenne de quatre animaux de 0 ans, qui est de
9092 pb, soit 9,09 kb. La longueur moyenne des téloméres a la naissance n’est pas
corrélée avec la longévité de I’espéce mais peut étre corrélée avec le temps de gestation
(Vleck et al., 2003). On pense que plus le temps de gestation est long, plus la longueur
des téloméres a la naissance est court. En effet, plus la gestation est longue, plus les
cellules embryonnaires effectuent des divisions cellulaires et donc, plus la longueur des
téloméres 2 la naissance est faible. Chez les baleines 4 bosse, le temps de gestation est de
onze mois et chez les bélugas, il est de quatorze mois (Fontaine, 1998). La longueur des
téloméres a la naissance différe d’un tissu & un autre pour un méme individu (Prowse et
Greider, 1995 ; Rhodes et al., 2002). Chez I’homme, la longueur des téloméres est de 13,
8 + 1 kb pour les cellules de I’épithélium lingual et de 13,2 = 1 kb (de 11,7 a 14,8 kb)
pour les cellules épidermales (Nakamura et al., 2002 ; Butler et al., 1998), pour un temps
de gestation de neuf mois. Les résultats obtenus pour la longueur des téloméres a la
naissance, a savoir de 9,76 kb pour les cellules épidermales de baleines a bosse,
coincident donc avec la littérature. Considérant que le temps de gestation de ces derniéres
est plus long (onze mois au lieu de neuf pour I’homme) et que la longueur des téloméres a
la naissance dans leurs cellules épidermales est plus court ( 9,76 kb contre 13,2 kb pour
les cellules humaines). Cette évaluation n’a pas pu étre effectuée pour les bélugas par
manque d’échantillons 4 la naissance. Ces résultats nous démontrent que les télomeéres et

1’4ge sont étroitement liés et non indépendants chez les baleines a bosse.

6 Perte des téloméres des baleines a bosse

6.1 Vitesse de perte

D’aprés la courbe TRF = f(age) observée sur les échantillons de baleine 4 bosse d’age
connu, la perte de téloméres est de 43 pb/an. Afin de compléter cette observation, nous
avons analysé les TRF d’animaux ayant subi plusieurs biopsies. Cette analyse comprenant

des observations d’animaux d’4ge connu et d’autres d’age non connu nous donne une
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variation annuelle de téloméres de — 15 £+ 352 pb. On note que I’erreur type de ces
variations annuelles, de 352 pb, est trés supérieur a la variation elle-méme, -15 pb, mais la
tendance est 1a méme que celle obtenue dans la courbe TRF = f (dge), a savoir — 43 pb.
Cette perte de téloméres est reportée dans les cellules épidermales humaines mais aussi
dans différents tissus comme le placenta, les poumons, les muscles, le cerveau, le foie, les
reins, la rate et les ovaires et dans d’autres types cellulaires comme les fibroblastes en
culture, les cellules sanguines, les cellules épithéliales de colon (Cooke et Smith,
1986. ;Harley et al., 1990. ; Hastie et al., 1990. ;Lindsey et al., 1991. ;Lewis et al., 2004 ;
Rufer et al., 1999). Cette diminution progressive conduit & une accumulation de petits
téloméres et 4 une instabilité chromosomique déclenchant la sénescence (Blackburn, 1991
: Karlseder et al., 2002 ; Lansdorp, 2000). Il n’est donc pas étonnant de la retrouver dans
les cellules épidermales de rorquals a bosse. La perte moyenne chez I’homme est de 50 a
200 pb par cycle de réplication (Prowse et Greider, 1995 ; Nakamura et al., 2002 ;
Lansdorp, 2000 ; Greider, 1996). Elle est similaire pour toutes les fins de chromosomes,
in vivo et in vitro, mais inégale au sein des chromosomes d’un méme individu ou des
cellules entre elles (Lindsey et al., 1991. ;Allsopp et al., 1992 ; Henderson et al., 1996.).
Cette perte de 43 pb/an observée pour les rorquals 4 bosse est comparable avec celle
rencontrée chez I’homme, qui est de 20 = 7 pb/an pour les cellules épithéliales (Lindsey et
al., 1991), 15 + 6 pb/an (r = - 0,38 , p = 0,001) pour les fibroblastes de peau (Allsopp et
al., 1992) in vivo mais qui est de 36 pb / an (** = 0,260) dans I’épiderme, tout type

cellulaire confondu.

La perte de téloméres est de 590 pb/an chez la brebis [TRF = 23,9 kb 4 la naissance
(Shiels et al., 1999)]. Elle est encore plus importante chez la souris (Prowse et Greider,
1995 ; Herrera et al., 1999). Cette différence de vitesse de perte s’explique par le fait qu’il
existe une relation entre la vitesse de perte et la longévité de I’espece (Vleck et al., 2003).
Un animal ayant une durée de vie courte perd considérablement ses téloméres. La

longévité des rorquals a bosse est de 40 ans. Ces données sont résumees tableau 5.
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Tableau 5 : Récapitulatif des différentes vitesses de perte de téloméres en fonction de
I’espéce étudiée.

Espéce Perte de TRF Référence
(pb/an)
Baleine a bosse Travaux de la
Celllules épidermiques 43 présente étude
Homme :
Cellules épitheliales 20 Lindsey ez al . 1991
Efibzoblastes de peau 15 Allsopp et af , 1992
Epiderme (tout type
confondu) 36
Brebis : 590 Shiels ¢ al., 1999
Souns ;
Fibroblastes 75 pb/doublement de Prowse et al., 1995
population (PD)
Fibroblastes 38044920 ,
embryonnares de souns pb/génération de souns Herreraet al , 1999

On observe ici que la courbe définissant la perte de téloméres en fonction de 1’4ge est une
droite. L’équation est calculée a partir de 8 données comprises entre 0 et 2 ans, 1 donnée
de 4, 8, 14, 15 et 21 ans. Il existe différentes théories sur la perte de téloméres. La courbe
peut étre de type bisegmentée. Durant la petite enfance (0 a 4 ans), la baisse de téloméres
est rapide et plus graduelle durant le reste de la vie (4 3 90 ans) (Nakamura et al., 2002 ;
Rufer et al.,, 1999 ; Sidorov et al., 2004 ; Zeichner et al., 1999). Cette courbe peut
également étre de type trisegmentée. Pour les petits enfants, la perte de télomeéres est
rapide (supérieure a 1 kb/an) suivie d’un plateau de 4 ans 3 1’age adulte puis augmentant a
la fin de la vie (Frenck et al., 1998). Ici, la courbe est du type décrit par Allsopp et
collaborateurs (1992) c’est-d-dire une droite. Cependant, nous n’avons que des

échantillons simples de 4, 8, 14, 15 et 21 ans. Il faudrait compléter cette étude avec plus
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d’échantillons, mieux répartis tout au long de la vie de ces animaux, c¢’est-a-dire jusqu’a

40 ans et augmenter le nombre d’échantillons a chaque age.

6.2 Variations intra-individuelles

Lorsqu’on regarde de maniére individuelle les données obtenues pour les rorquals 4 bosse
(figure 11), on s’apercoit que les téloméres des femelles (H 009 et H 067) ont tendance a
diminuer entre 11 et 13 ans séparant leurs biopsies respectives. Lorsqu’on regarde le
profil des males dont nous possédons plusieurs biopsies (H 151 et H 221), on s’apercoit
que les télomeéres tendent 4 augmenter. On pourrait penser que cette différence est sexe-
dépendante.

Lorsqu’on regarde le profil des animaux d’4ge inconnu (figure 12), 2 femelles (H 140 et
H 277) ont un profil montant (13 ans de différence entre les 2 biopsies) et 3 autres ont un
profil descendant (H 002, H147 et H 228 de 3, 13 et 14 de différence entre les 2 biopsies).
Ces données sont mesurées sur 3, 13 et 14 ans. Méme si nous n’avons pas de données
concernant les maéles, on voit que la différence liée au sexe observée chez les animaux
d’dge connu n’est pas significative. Cette hypothése d’influence du sexe sur la variation

de la longueur des télomeéres est totalement rejetée aprés une ANOVA 2 un facteur (p =

0,167).

Le sexe des animaux est important cependant, il n’y a pas de différences de perte de
téloméres entre les femelles et les méiles. Ces résultats sont consistants avec une étude

menée sur les sternes qui montrent que le sexe n’est pas un facteur influengant la

longueur des téloméres (Haussmann et al., 2003b).

On peut penser que les variations intra-individuelles des baleines a bosse sont dues au fait
que les biopsies ne sont pas toutes prises & des endroits identiques. Les biopsies sont
généralement prises sur les flancs des animaux, en arriére et au—dessous de la nageoire
dorsale. Cependant, la biopsie peut parfois étre prise sur une autre partie du corps. On ne
peut assurer que la biopsie se fait sur le méme flanc et 4 I’endroit exact de la biopsie

précédente. Cet exercice demande extrémement de dextérité de la part de
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I’expérimentateur et les animaux ne sont pas toujours d’une grande aide. Certains sont
méme réticents a se laisser approcher. On peut penser que la peau, qui subit de réguliéres
agressions externes comme le soleil, les poissons parasites tels les lamproies, les
frottements contre les reliefs sous-marins pour se débarrasser des parasites ou encore les
blessures liées aux combats ou aux interactions sociales, ne se régénere pas
uniformément. Si la longueur des téloméres est bien fonction du nombre de divisions
subies par le tissu, plus un tissu subit d’agressions, plus il doit se régénérer et donc plus
les cellules vont se diviser et posséder des téloméres courts. Une fagon de remédier & ce
probléme serait de noter pour chaque individu I’endroit exact de la biopsie, si ce demier
correspond 4 une marque visible pouvant étre une cicatrice, et corréler les différences de
longueur de téloméres avec les différentes parties du corps pour la globalité des biopsies
(pour tous les individus confondus). On pourrait également effectuer plusieurs biopsies a
différents endroits sur un méme individu et regarder si ’on voit des variations.
Cependant, les autorités ont pour politique la protection de ces espéces et les

expérimentations nécessitant trop de dommages et d’interactions avec les animaux ne

sont pas recevables.

6.3 Variations inter-individuelles

Méme si les individus ont des profils de téloméres différents, on n’observe pas de
variations inter-individuelles majeures. Les données pour les 4ges 1 an (H 225), 4 ans (H
067), 8 ans (H 009), 15 ans (H 067) et 21 ans (H 009) sont simples. On ne peut donc pas
en tirer de conclusion. La longueur des téloméres des 4 individus de 0 ans (H 225, H 226,
H 290 et H 379) est comprise entre 8 815 pb et 9 752 pb. Celle des individus de 2 ans H
151, H 225 et H549) est comprise entre 9 806 pb et 10 306 pb. Les différences inter-
individuelles sont donc de 936 pb et de 500 pb respectivement. Ceci est conforme avec
les observations chez ’humain, 3 savoir que la longueur de téloméres differe d’un
individu a ’autre de méme age pour un tissu donné (Prowse et Greider, 1995). De méme,
on n’observe pas de différences inter-familles (familles possédant des téloméres trés

longs, ou au contraire trés courts). Il y a donc une certaine homogénéité dans la longueur



des télomeres, pour un tissu et un dge donné. Ce phénoméne a également été observé chez

’homme (Frenck et al., 1998).
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Figure 12 : Longueur des téloméres en fonction de 1’dge des baleines a bosse. Les
males sont représentés par des carrés (1) et les femelles par des ronds ().
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Figure 13 : Longueur des téloméres en fonction de I’année de biopsie des baleines a
bosse. Les méles sont représentés par des carrés ([1) et les femelles par des ronds (D).
Les animaux d’age inconnu possédent des symboles pleins ( —®— ) tandis que les
animaux d’age connu sont en transparents ( - O ).

7 Perte de téloméres des bélugas

7.1 Impact de I’état de santé des bélugas

L’analyse de la longueur des téloméres des baleines a bosse a montré une tendance a la
diminution en fonction de I’dge. On peut supposer que cette tendance deviendrait
significative si le nombre de prélévements augmentaient. Les biopsies ont été effectuées
sur des animaux vivants et en bonne santé relative. L’état de santé des bélugas de I’ESL
pourrait avoir affecté la longueur des télomeres. Il serait donc intéressant d’utiliser cette
méthode a partir d’échantillons d’animaux en bonne santé relative. Par la suite,
I’utilisation de cette approche chez des animaux malades pourrait devenir informatrice de

’agressivité de la pathologie.
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7.2 Evaluation de I’activité télomérasique dans I’épiderme de bélugas de PESL

Un autre facteur influengant la longueur des téloméres est I’activité de la télomérase.
Cette enzyme se retrouve principalement dans les cellules germinales. Elle permet de
rallonger la longueur des téloméres afin de léguer a notre descendance des chromosomes
«neufs». Nous nous sommes donc interrogés sur I’existence d’une telle enzyme dans la
peau de bélugas. Les essais TRAP réalisés sur les 2 échantillons prélevés aléatoirement
chez deux individus vivants de la population de bélugas d’ESL montrent une activité

télomérasique. Elle se retrouve dans I’épiderme de bélugas et elle est active.

L’épiderme est un tissu auto-renouvelant, proliférant tout au long de la vie. Il est composé
de cellules épithéliales, les kératinocytes (appelé lipokératinocytes chez les cétacés),
constamment renouvelées par division mitotique de la couche basale. Le cycle complet de
remplacement des cellules est fréquent, de 26 a 42 jours chez I’homme (Lindsey et al.,
1991 ; Nakamura et al., 2002 ; Harle-Bachor et Boukamp, 1996). Un dogme actuel
consiste & penser que les cellules souches maintenant la production de cellules
différenciées indéfiniment sont capables d’un tel mécanisme uniquement par activation de
la télomérase (Lansdorp, 2000 ; Morrison et al., 1996). C’est le cas des cellules humaines
de I’intestin, du tissu vasculaire, de la peau ou des tissus hématopoiétiques (Taylor et al.,
1996 ; Hiyama et al., 1995b ; Hiyama et al., 1995a). Il n’est donc pas étonnant de
rencontrer la télomérase dans la couche basale de I’épiderme de bélugas. Les nombreuses
invaginations du derme et de 1’épiderme ne permettent pas de savoir si la présence de
télomérase est liée ou non a la lame basale ou si elle est présente dans tout le tissu.
Cependant, malgré I’activation de la télomérase, la peau humaine voit quand méme ses
téloméres diminuer. La majorité des kératinocytes exprimant la télomérase sont des

cellules indifférenciées et incluent probablement les cellules souches.

La télomérase a été montrée comme active dans une proportion de un cas sur douze dans
I’épiderme humain. Ici, les deux échantillons testés montrent une télomérase active. On
peut se demander si le taux élevé de polluants comme les BPC ou les organochlorés sont

responsables de tels événements. En effet, des facteurs exogénes modifient I’activité de la
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télomérase, en réponse a des agressions. Les UV sont un carcinogéne pour la peau. Ils
altérent ’ADN de I’épiderme. L’activation de la télomérase est un des premiers
événements ayant lieu lors de la photo-carcinogenése (Ogoshi et al., 1998). C’est
pourquoi des épidermes non protégés du soleil montrent une expression de télomérase
significativement augmentée par rapport a des épidermes non exposés. D’autres facteurs
comme certaines drogues ou les especes oxydatives, considérées comme la majeure cause
environnementale de raccourcissement des télomeres, accélérent la perte de télomeéres
(Nakamura et al., 2002 ; Nawrot et al., 2004). Il peut donc étre envisagé que les polluants
environnementaux, présents en forte quantité au niveau de I’ESL et en contact permanent
avec la peau des bélugas, puissent influencer I’activité télomérasique des cellules
épidermales. Une étude comportant un plus grand nombre d’individus permettrait de
répondre a ces hypothéses, ainsi qu’une analyse du taux de contaminants présents dans
I’échantillon. Il pourrait étre intéressant de comparer ’activité télomérasique de deux
populations de bélugas : celle de I’ESL avec celle de 1’ Arctique. En effet, cette derniére
est souvent considérée comme contrdle négatif en matiére d’analyse de polluants
(Wagemann et al., 1996b ; Muir et al., 1992 ; Wagemann et al., 1998a ; Wagemann et al.,
1996a). Ainsi, il serait facile de regarder 1’influence des taux de contaminants sur

I’activité télomérasique.
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CONCLUSION

L’age est un parameétre intéressant a connaitre dans des études de population, des études
comportementalistes ou encore écotoxicologiques. Dans la plupart des études faites chez
les mammiféres, ce paramétre est connu par un procédé utilisant les dents des animaux.
Malheureusement, ce tissu est difficile & observer chez les cétacés, plus particuliérement
chez les mysticétes qui ne possédent pas de dents mais des fanons. Il faut donc utiliser

une autre méthode. A ce jour, aucune méthode connue n’est suffisamment fiable pour

déterminer ce paramétre.

L’objectif de ce travail de recherche consistait 2 mettre en place une courbe étalon de type
longueur des télomeres = f (dge) chez deux espéces de cétacés (baleines a bosse et
bélugas) griace a des animaux d’age connu. En effet, lorsque les cellules se divisent, une
partie des téloméres n’est pas copiée. Au fil des divisions, on a donc un raccourcissement
de ces séquences. Le nombre de divisions cellulaires augmentant avec 1’dge d’un
individu, nous avons cherché i établir une relation entre la longueur des téloméres et
I’dge de I'individu. Cette méthode permettrait de pouvoir ajouter ce paramétre aux

différentes études actuellement faites sur cette espéce par comparaison avec cette courbe.

A partir d’échantillons de peau prélevés par biopsie sur des baleines a bosse dans leur aire
de chasse de Mingan (Qc, Canada) ainsi que sur des bélugas de la population de ’'ESL
(estuaire du Saint-Laurent, Qc, Canada) échoués entre 1999 et 2002, nous avons extrait
I’ADN génomique. L’analyse des téloméres nous montre que la séquence télomérique de
ces deux espéces est identique a celle de 90 % des vertébrés (Meyne et al., 1989). La
séquence télomérique est composée de TTAGGG,. Nous avons été les premiers a

démontrer de tels résultats pour les espéces de bélugas et de baleines a bosse.
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Les expériences effectuées nous montrent des résultats différents selon I’espéce. Les
biopsies de baleine 4 bosse ne nous permettent pas d’affirmer avec certitude qu’il existe
une relation entre la longueur des téloméres et ’dge des animaux mais la courbe montre
tout de méme une tendance & la diminution : TRF = 9766 - 43 x age (r = -0,363, p =

0,246, n=13).

Les prélévements effectués sur les carcasses de bélugas ne montrent pas de corrélation
entre la longueur des téloméres et I’dge des individus. On peut observer une activité
télomérasique dans chacun des deux échantillons de peau prélevés sur deux individus
vivants de cette espéce, de la population de I’ESL. La présence de cette enzyme peut
influencer la longueur des téloméres et augmenter la faible corrélation entre ces deux

facteurs.

Cette étude est un premier pas dans I’étude de I’dge des mammiféres marins. La méthode
développée semble en accord avec d’autres études portant sur ce sujet. Elle semble
prometteuse et ouvre la voie a des études ultérieures portant sur la dynamique de
populations de cétacés, 1’éthologie avec un nouveau paramétre, sur des études dge-santé

ou des corrélations dge-cancers, sans dommages irréversibles sur les animaux.
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