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1 Contexte et objectifs

Dans le cadre de |'établissement de I'état de référence du parc éolien en mer de Dieppe
Le Tréport, le régime alimentaire des phoques a été suivi a partir de I'analyse des pieces dures
diagnostiques (os de poissons, becs de céphalopodes, etc.) retrouvées dans des feces de
phoques (Planque et al., 2023). Ces analyses permettent d’identifier non seulement les
especes ou familles de proies consommées par les phoques, mais également d’estimer les
tailles individuelles des proies et les biomasses consommées. Cette approche est
traditionnellement utilisée chez les pinnipédes, et elle permet I'obtention des données les
plus détaillées pour la description quantitative de I'alimentation de ces especes (Ridoux et al.,
2007a; Spitz et al., 2015a; Trites & Spitz, 2017). Néanmoins, cette technique souffre de limites
dues a la récupération de pieces dures, ainsi certaines especes proies peuvent étre sous-
estimées voir non-retrouvées dans cette approche par exemple quand le prédateur ne
s’alimente que de la chair de ces proies ou bien quand les espéces proies ne possedent pas de

pieces résistantes a la digestion (espéces cartilagineuses ou gélatineuses).

Le développement d’approches moléculaires peut permettre de combler en partie ces
limites. La caractérisation de la biodiversité a partir d’ADN issu d’un échantillon de feces est
devenue accessible grace aux nouvelles technologies de séquencage et permet d’obtenir un
inventaire des espéces proies présentes dans I'alimentation d’un prédateur (Sousa et al.,
2019). La robustesse de ces approches et son application en routine pour des prédateurs
marins restent encore imparfaites mais son application a déja démontré une plus-value
certaine notamment lorsqu’elle était couplée avec I'approche traditionnelle sur les restes durs

(Jeanniard-du-Dot et al., 2017; Mclnnes et al., 2017).

L'objectif ici est d’explorer I'apport du metabarcoding dans la description de
I’alimentation des phoques en baie de Somme en complément de I'approche traditionnelle
dans le cadre du suivi de I'implantation du parc éolien en mer de Dieppe Le Tréport.
L'utilisation des approches moléculaires dans I'étude du régime alimentaire des phoques
étant encore émergeante, une premiere tache avait été la production d’une analyse
bibliographique (Planque & Spitz, 2022), et la proposition d’un protocole pour explorer la
sensibilité de la méthode a la stratégie d’échantillonnage et une comparaison entre les
especes identifiées a partir des piéces dures d’une part, et du metabarcoding d’autre part. En

effet, les feces sont des échantillons non-homogeénes, différentes stratégies de sous-



échantillonnages ont été testées : extraction de I’ADN directement a partir de la matiere
fécale en phase solide (soit d’un prélevement d’un seul sous-échantillon par feces, soit de trois
sous-échantillons), ou extraction de ’ADN a partir d’un prélévement en phase liquide aprés
mise en suspension/dilution d’une partie de I'échantillon. La question de la représentativité
du prélevement dédié aux analyses d’ADN est cruciale, les différentes approches sont testées
sur un lot de feces pour comparer leur performance (i.e., leur capacité a maximiser le nombre
d’especes détectées), ainsi les mémes échantillons de feces ont été analysés par différentes
approches. La liste d’espéeces identifiées par la présence d’ADN et leur occurrence au travers
les échantillons testés a été comparée avec la liste d’espéces et leur occurrence disponible a
travers les analyses menées sur les restes durs. Il était également attendu de cette phase
d’essai, une recommandation quant a la stratégie de sous-échantillonnage des féces pour
I’extraction d’ADN permettant de standardiser ce type d’analyse lors des phases suivantes du

projet de construction du parc éolien.

2 Matériels et Méthodes

2.1 Collecte de feces et protocoles de préparation pour metabarcoding

L’ensemble de ces analyses sont réalisées sur 17 feces de phoques veaux-marins et 15 de
phoques gris collectées en baie de Somme (sur des reposoirs sableux) de mai a juillet 2022
pour les phoques veaux-marins et aux printemps-étés de 2021 et 2022 pour les phoques gris
(Figure 1). L'ensemble de ces féces ont été congelées a -20°C le jour méme de leur collecte, et
ont été conservées jusqu’a préparation. Les feces les mieux constituées (solides), ayant le plus
de matiere fécale possible, et ayant été le moins possible mélangées avec du sédiment (sable),

ont ici été sélectionnées.
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Figure 1 — Distribution temporelle des 17 féces de phoques veaux-marins et des 15 féces de phoques gris
collectées en baie de Somme en 2021 et 2022 afin d’étre analysées pour évaluer le régime alimentaire par
approche moléculaire (metabarcoding) et par approche traditionnelle (analyse des piéces dures diagnostiques
de proies).

La littérature scientifique souligne de nombreuses incertitudes qui subsistent concernant
I'influence des méthodes de préparation des feces sur les résultats de metabarcoding
(Planque & Spitz, 2022). Trois protocoles d’échantillonnage ont été testés sur chacune des
féces (nommés protocoles A, B et C). Dans la continuité de précédentes études (Gosselin et
al., 2017), nous avons ici choisi d’effectuer des sous-échantillonnages sur différentes
localisations de la feces, en partant de I’'hypothese que I’ADN de proies est réparti de fagon
hétérogene dans la féces. Pour appliquer ces protocoles, nous avons réalisé des sous-
échantillons de matiere fécale prélevées au centre de la féces (afin d’éviter le possible contact
avec du sable et I’'environnement extérieur, et donc une contamination) a trois localisations

éloignées : (2) et (3) a des extrémités opposées de la feces, (1) vers le milieu de la feces. Ces



protocoles sont présentés schématiquement en Figure 2. Pour le protocole (A), environ 20-25
mg de matiere fécale ont été prélevées a la localisation (2) exclusivement. Pour le protocole
(B) et (C), environ 20-25 mg de matiere fécale ont été prélevées aux trois localisations (1, 2 et
3) et ont été mélangées. Enfin, des techniques de conservation différentes ont été utilisées.
Les échantillons préparés pour les protocoles (A) et (B) ont été lyophilisés. Pour le protocole
(C), les 20-25 mg de matiere fécale prélevées aux trois localisations ont été mélangées a 25 ml
solution de Longmire, qui est une solution permettant la préservation d’échantillons pour

analyses d’ADN environnemental (e.g. Williams et al., 2016).
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Figure 2 — Représentation schématique des trois protocoles de préparation de feces de phoques veaux-marins
et gris appliqués dans la présente étude, pour analyse du contenu en ADN par metabarcoding (protocoles A, B
et C). Les sous-échantillonnages sont réalisés aléatoirement sur trois localisations distinctes de chaque féces (1
vers le centre, 2 et 3 vers des extrémités). Ces échantillonnages sont réalisés sur de la matiére fécale au coeur de
chaque féces, afin d’éviter au maximum le contact avec le substrat (sable). Ces préparations sont effectuées en
laboratoire, aprés décongélation.

Au total, 96 analyses de metabarcoding ont donc été réalisées (trois protocoles testés par
féces). L'objectif est d’identifier I'efficacité de ces protocoles de préparation dans la détection
des espéces proies (tester si 'un d’entre eux permet la détection d’une plus haute diversité

de proies).




Le reste de chaque feces, non sous-échantillonné pour les analyses moléculaires, a été
conservé afin d’effectuer I'analyse de son contenu suivant I'approche traditionnelle (analyse

des piéces dures diagnostiques de proies non digérées).

2.2 Approches moléculaires

L’ensemble des analyses de metabarcoding des féces de phoques veaux-marins et gris de
la présente étude seront réalisées par I'une des plateformes techniques AnaEE?, spécialisée
dans la réalisation d’études d’ADN environnemental (eDNA), et qui est rattachée au
Laboratoire d’Ecologie Alpine (LECA, CNRS — Université Grenoble Alpes — Université Savoie
Mont-Blanc). Sur la base des connaissances préalables des proies potentielles des deux
especes de phoques sur la zone d’étude, nous avions déterminé que les analyses seraient
effectuées avec différentes amorces qui ciblent les téléostéens, les chondrichtyens, les
élasmobranches, les arthropodes et les mollusques. Ces analyses devraient alors permettre
d’identifier un large spectre d’espéces proies potentielles de phoques. Les essais réalisés avec
les amorces chondrichtyens et mollusques n’étant pas satisfaisant, ces deux amorces ont été
écartées. Enfin, il était également prévu d’effectuer de détecter la présence d’ADN de
phoques veaux-marins, de phoques gris et de marsouins communs (Phocoena phocoena) dans
les féces préparées. Ce dernier choix méthodologique a deux objectifs : confirmer 'espece
productrice de la féces (cf. dans la continuité des techniques moléculaires utilisées
précédemment ; (Spitz et al., 2015b)) et d’évaluer toute potentielle consommation d’un
mammifére marin par le phoque qui a produit la féces (consommation de phoques veaux-
marins ou gris par des phoques gris, (van Neer et al., 2015, 2019, 2021) ; consommation de
marsouins communs par des phoques gris, (Leopold et al., 2015)). Ce choix a conduit a ne pas
utiliser d’amorce bloquante pour les phoques au risque d’étre moins performant sur la
détection d’especes rares. Néanmoins pour un prédateur généraliste, il a pu étre montré un
impact limité de I"'absence d’amorce bloquante sur la détection des especes proies (Glinther

et al., 2021).

! https://www.anaee-france.fr/ et https://leca.osug.fr/eDNA-AnaEE-France-272




Toutes les expérimentations de biologie moléculaire ont été réalisées en conditions
stériles, chaque surface de travail a été décontaminée avant et aprés chaque manipulation
par l'utilisation d’une solution de javel 5% et de I’éthanol 70%. Le matériel réutilisable a été
systématiquement stérilisé par flamme et décontaminé en utilisant le méme protocole que ci-

dessus.

2.2.1 Extraction de I'’ADN

L’ADN extracellulaire total des échantillons de feces a été extrait en utilisant le kit
NucleoSpin® Soil kit (Macherey-Nagel) en suivant un protocole adapté pour les sols et
échantillons de féces (Taberlet, PRUD’HOMME, et al., 2012). Brievement, les échantillons
conditionnés en tubes Falcon de 50 mL ont été centrifugés 15 minutes a 11 000 RPM, le
surnageant a ensuite été délicatement retiré et le reste de I’extraction a été réalisé sur le culot.
Les culots d’échantillons conservés en Longmire et les échantillons lyophilisés ont ensuite été
resuspendus dans 15 mL de tampon phosphate saturé (Na;HPO4; 0.12 m; pH = 8), en
respectant dans la mesure du possible une équivalence entre la quantité de matiere fécale et
le volume de tampon (i.e. 15 ml pour 15 g) sauf pour les échantillons lyophilisés qui ont été
ajustés a 15 g avant lyophilisation. Une fois en tampon phosphate, les échantillons ont été
agités 15 minutes sur un agitateur orbital, 2 ml du mélange résultant a ensuite été récupéré
puis placé dans un tube microcentrifuge de 2 mL. Les tubes ont ensuite été centrifugés a
12 000 RPM pour 10 minutes, 400 ml de surnageant a été délicatement prélevé puis placé
dans un autre tube microcentrifuge contenant 500 pl de tampon SB. Les étapes suivantes du
protocole ont été réalisées en suivant le protocole du fabricant avec une élution finale dans

100 ul de tampon SE.

2.2.2 Amplification de 'ADN et séquencage

La totalité des échantillons ont été amplifiés en quadruplicats en utilisant trois ensembles
de marqueurs moléculaires tagués ciblant le géne 12S des élasmobranches (Elas02) et des
téléostéens (Tele04) et le geéne 16S des arthropodes (Arth02) (Taberlet, Coissac, et al., 2012).
Les séquences des tags associés aux marqueurs ont été déterminées en utilisant la fonction

oligoTag disponible sur le package OBITools (Boyer et al., 2016). Pour éviter les biais communs
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qui apparaissent pendant I'amplification d’ADN, tous les réplicas de PCR ont été placés
aléatoirement sur les plaques 96 afin de limiter les contaminations puit a puit, et les pertes de

séquences liées aux tag-jumps (Schnell et al., 2015).

Les réactions PCR ont été effectuées dans un mix PCR contenant 1 unité d’AmpliTaq Gold
Polymerase (Applied Biosystems), 1 X de mix TagGold, 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de chaque
dNTPs, 0.5 uM de chaque amorce tagués (forward et reverse) et 0,2 mg/mL d’albumine de
sérum bovin (BSA, Roche Diagnostics) dans un volume réactionnel final de 20 ul incluant 2 ul
d’ADN extrait. Le programme PCR utilisé incluait une dénaturation initiale de 3 minutes a 95°C,
suivie de 50 cycles de 30 secondes a 95°C, une étape d’hybridation de 30 secondes a 60°C
(Tele04), 59°C (Elas02) et 49°C (Arth02), une étape d’élongation de 1 minute a 72°C, et une
élongation finale de 7 minutes a 72°C. Les amplicons obtenus ont été visualisés en
électrophorese capillaire sur un QlAxcel Advanced (Qiagen) et quantifiés avec un Qubit 2.0
Fluorometer (Thermo Fisher). La purification des ADN et la préparation des librairies ont été
effectuées par Fasteris (Genéve, Suisse) en utilisant le protocole sans PCR MetaFast?. Trois
librairies ont ainsi été séquencées en forward et reverse sur un NextSeq (2x150 bp, 120m,

[llumina, San Diego, USA).

2.2.3 Analyses des données de séquencage

Les données de séquencage ont été analysées sur les serveurs de calculs de
I'infrastructure GRICAD 3 supportée par la communauté de chercheurs de Grenoble. Le
prétraitement des données a été effectué en utilisant le package OBITools3 v. 3.0.1b21 pour
I’'assemblage et demultiplexing des séquences brutes, le filtrage des séquences selon plusieurs
criteres (i.e. la taille d’amplicon, l'intégrité de la séquence, la présence/absence de la
séquence des amorces) et pour I’assignation taxonomique via les bases de données publiques
GenBank. Le tutoriel OBITools sur les loups® reprend la totalité des étapes utilisées dans cette
étape de I'analyse ainsi que les codes utilisés . Le traitement des données a ensuite été raffiné

en utilisant le package R (version 4.0.5) MetabaR (version 1.0.0 (Zinger et al., 2021) cette étape

2 www.fasteris.com/en-us/NGS/DNA-sequencing/Metabarcoding/Metagenomics-16S-18S-ITS-or-custom-

PCR-amplicons
3 https://gricad.univ-grenoble-alpes.fr
4 https://git.metabarcoding.org/obitools/obitools3/-/wikis/Wolf-tutorial-with-the-OBITools3
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permet d’effectuer des filtrages supplémentaires basés sur le contexte de I'expérimentation
(plan de plaque, composition en ADN des controles positifs et négatifs, etc.). Brievement, ces
filtres permettent de trier les regroupements de séquences ou MOTUs (Molecular Taxonomic
UnitS) selon divers criteres : (i) le retrait des séquences uniques et double dans I'ensemble du
jeu de données (i.e. singletons et doubletons), (ii) le retrait des MOTUs avec un score
d’assignation inférieur a 97% avec la séquence assignée (iii) le retrait des MOTUs dans un
échantillon si ces derniers ne sont pas présent dans au moins deux des quatre réplicas
techniques d’'un méme échantillon, et (iv) le retrait des échantillons dont la composition en
MOTUs et nombre de séquences associées est identique a celle d’'un contréle positif. Un
protocole reprenant les étapes de filtrages et codes présentées dans le tutoriel Let’s

metabaR’ .

2.3 Approche traditionnelle (analyse des pieces dures diagnostiques)

L'analyse traditionnelle des restes durs de proies a été réalisée sur les mémes
échantillons. Les résultats issus de cette analyse peuvent alors étre comparés a ceux obtenus
par metabarcoding afin d’évaluer les apports de chacune des approches testées. Les résultats
de régime alimentaire par approche traditionnelle ont été obtenus en suivant une procédure
classique d’analyse du contenu des feces de pinnipédes en restes de proies (Pierce & Boyle,
1991; Ridoux et al., 2007b; Spitz et al., 2010). Les féces de phoques veaux-marins et gris ont

été collectées sur leurs reposoirs, puis congelées a -20°C jusqu’aux analyses ultérieures.

Chaque feces a ensuite été décongelée puis filtrée sur un tamis en nylon de fine maille
(0.2 mm), afin d’analyser son contenu en « parties dures diagnostiques ». Les parties dures
diagnostiques étudiées sont des os de poissons, des otolithes de poissons et des becs de
céphalopodes. Ces pieces dures ont finalement été inspectées afin d’identifier les espéeces
proies consommées, en fonction de criteres distinctifs (forme et taille des piéces), en utilisant
des guides d’identification (Harkonen, 1986; Tuset et al., 2008) et avec le matériel de
référence disponible a I’Observatoire Pelagis (UAR CNRS — La Rochelle Université).

L’identification taxonomique des proies a été réalisée jusqu’a I’échelle de I'espece lorsque cela

5 https://metabarfactory.github.io/metabaR/articles/metabaRF-vignette.html
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été possible, ou a défaut a I'échelle de plusieurs espéces proches regroupées (e.g. soles

communes Solea solea et soles poles Pegusa lascaris), voire a I’échelle de la famille.

La masse et de taille relative des individus des proies « mesurables » ont été estimées par
application de relations allométriques sur des mesures de certaines pieces diagnostiques
mesurables. Ces mesures sont : la largeur ou la longueur des otolithes de poisson (selon
I'espece), et la mesure de la longueur rostrale inférieure des becs inférieurs de céphalopodes.
Les relations allométriques appliquées ont été trouvées dans la littérature (e.g. (Clarke, 1986;
Harkonen, 1986; Lundstrom et al., 2007)), ou sont issues de données non publiées de
I’Observatoire Pelagis (la majorité de ces relations sont présentées en annexe de (Planque et
al., 2021)). Les valeurs estimées de masse et de taille des proies sont « minimales » puisque

nous n’avons ici pas pris en compte I'érosion des piéces dures liée a la digestion.

La majorité des résultats de régime alimentaire sont ici présentés a I'échelle taxonomique
la plus fine possible (échelle des especes ou groupes d’espéces proies). Chacune de ces proies
a également été associée a des groupes fonctionnels, ces derniers permettant de décrire plus
justement les interactions écologiques proies-prédateurs que les groupes taxonomiques
classiques (Smith et al., 2015; Spitz et al., 2018). Les groupes fonctionnels choisis ici ont déja
été utilisés précédemment sur le méme contexte d’étude (écologie trophique des phoques
veaux-marins et gris en baie de Somme ; (Planque et al., 2021)). Les groupes fonctionnels
regroupant les especes proies sont : poissons plats benthiques, poissons benthiques non-
plats, poissons démersaux, poissons pélagiques, encornets pélagiques, céphalopodes

démersaux et crustacés.

2.4 Analyse des données

Pour I'approche traditionnelle, les résultats de régime alimentaire sont présentés suivant

trois différents indices :

- La fréquence d’occurrence de chacune des proies, qui correspond a la proportion de
toutes les féces qui incluent au moins une trace de cette espece proie (ou groupe
d’especes) ;

- L’abondance relative des espéeces proies, qui correspond au nombre d’individus
estimés par espece proie (ou groupe d’especes). Le nombre d’individus est estimé sur

la base du nombre de pieces diagnostiques appariées de la proie (otolithes, opercules,
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dentaires, prémaxillaires, ou autres os caractéristiques pairés) ou du nombre de pieces
diagnostiques non-appariées (e.g. parasphénoide de poisson, partie supérieure ou
inférieure d’un bec de céphalopode). Ce nombre d’individus correspond alors au
nombre de piéces appariées divisé par deux ou au nombre absolu de piéces non-
appariées, selon la valeur des deux qui est la plus grande. L’abondance est exprimée
en nombre et pourcentage d’individus estimés par espéce, parmi tous les individus
détectés dans toutes les feces ;

- Le pourcentage de biomasse reconstruite de proies ingérées. Celle-ci est présentée
par espéce proie (ou groupe d’espéces), parmi toutes les proies détectées dans toutes
les féces. Cette masse a été uniquement reconstruite pour les especes dites
« mesurables », c’est-a-dire pour lesquelles il était possible de déterminer la masse
relative des individus par applications de relations allométriques. La masse moyenne
de tous les individus détectés dans une feces (ou a défaut dans toutes les feces) a été
appliquée lorsque la masse d’un individu d’une espece mesurable ne pouvait étre

reconstruite.

Pour I'approche moléculaire, les résultats de régime alimentaire sont présentés suivant

trois différents indices :

- La fréquence d’occurrence de chacune des proies, qui correspond a la proportion de
toutes les feces qui incluent la détection de cette espéce proie (ou groupe d’espéces)
retrouvé dans un moins un des réplicats d’analyses.

L’abondance relative de reads (RRA), le nombre de read (ou fragment de séquence)
détecté dans un échantillon peut étre utilisé comme informant de la quantité relative

d’ADN de I'espéce dans cet échantillon.

Les résultats de régime alimentaire, en occurrence (nombre de féeces incluant la proie) et
en nombre de « reads » de séquences d’ADN (metabarcoding) et en masse reconstruite
(analyse des pieces dures), ont été calculée en pourcentage pour chaque espece proie (a
I’échelle taxonomique ou fonctionnelle) lorsqu’ils ont été évalués a I’échelle de I'espéce de
phoque et/ou du protocole appliqué (i.e. lorsqu’ils incluent plusieurs féces). Un intervalle de
confiance a 95% (IC95%) a été estimé autour de ces pourcentages en appliquant une méthode

d’inférence statistique de bootstrap (Reynolds & Aebischer, 1991) avec un code personnalisé
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sous R (script disponible sur GitHub®). L’ensemble des N féces utilisées pour déterminer le
régime alimentaire ont été rééchantillonnés N fois avec remise, et ce procédé a été relancé
1000 fois pour générer 1000 compositions aléatoires de régime alimentaire. Les bornes
inférieures et supérieures de I'lC95% ont ainsi été définies par les quantiles a 2.5% et a 97.5%

des valeurs générées.

3 Résultats & Discussion

3.1 Diversité taxonomique

L'une des questions centrales sur la combinaison des différentes approches de détermination
du régime alimentaire repose sur la capacité a détecter et identifier les espéces ingérées. Dans
les deux approches I’enjeu majeur repose sur I'identification des restes, soit des restes durs
non-digérés, soit les fragments de séquences d’ADN amplifiées. Dans les deux cas, la précision
taxonomique va dépendre de I'état des restes (durs ou d’ADN). Pour les analyses de
metabarcoding, seuls les MOTUs attribués a une espéece avec une probabilité supérieure a
80% ont été conservés. Il en résulte qu’a I'échelle spécifique, 18% des séquences (reads)
restent sans assignation, ce pourcentage diminue lorsque des niveaux taxonomiques
supérieurs sont considérés (10% a I’échelle du genre, 1% a I’échelle de la famille). De ce fait, il
est fort probable qu’un certain d’espéces dont I’ADN est présent mais trop dégradé ou trop
peu spécifique soit inclues dans les 18% des séquences non attribuées a une espece. Les listes

d’especes sont donc des minimums.

Pour les poissons osseux, 31 identifications d’especes ont été proposées par metabarcoding
sur les 32 échantillons analysés (Tableau 1). Sur ces assignations, il faut noter que 25% se
révelent étre des especes non présentes dans la zone. Néanmoins, les genres ou familles
associées sont cohérentes avec des espéces proies des phoques. Par exemple, des os orphies
ont été observés dans les restes durs mais le metabarcoding identifie une seule espece de
belonidés Ablennes hians, espece tropicale, non présente dans les eaux francaises. Notons

également des espéces dont d’autres especes du méme genre ou de la méme famille ont

5 Identifying diet clusters and interspecific overlap. Script écrit en langage R, disponible depuis GitHub :
https://github.com/YannPlanque/Diet Cluster and Overlap
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identifiés par metabarcoding est qui pourraient étre des erreurs d’assignation, soit des
séquences appartenant a une espece déja identifiées ou soit a des nouvelles especes du méme
genre ou de la méme famille mais mal identifiée comme par exemple Platychthys stellatus,
Solea ovata, Atherina hepsetus, Thunnus thynnus. La moitié des especes identifiées
correspondent a des espéces connues a travers les pieéces dures, mais confirme ou précise les
identifications faites a partir des otolithes ou des os de poissons, comme par exemple pour un
certain nombre de poissons plats, les langons, les tacauds ou les callionymes. Nous pouvons
noter aussi dans les apports de précision du metabarcoding comparé aux pieces dures, le cas
d’Agonus cataphractus, un poisson de la famille des Agonidés, une famille proche de celle des
Cottidés pour laquelle quelques restes érodés ont été attribué probablement a tort a cette
famille. Quelques espéces connues du régime alimentaire des phoques mais non détectées
dans les restes digérés des 32 échantillons ont identifié par metabarcoding comme le bar et
le mulet. En termes de diversité taxonomique, un des résultats les plus marquant est les 25%
restant qui correspondent a des espéces encore jamais identifiées dans les restes durs et dont
la présence dans la zone et 'alimentation des phoques sont cohérentes comme la truite
(Salmo trutta), le maquereau (Scomber scombrus), les atherines (Atherina spp.) ou les sparidés
(méme si I'espéce assignée est douteuse, P. bogaravero) et dont le nombre de séquences ou
la fréquence d’occurrence suggerent une contribution a considérer dans I'alimentation de ces
prédateurs. A l'inverse, il faut noter I'absence majeure des différentes espéces de soleidés
observés dans les restes durs et notamment les especes de petites soles (Buglossidium luteum
ou Microchirus variegatus). Ces espéces majeures dans I'alimentation du phoque n’ont pas
été détectées malgré de nombreux restes alimentaires retrouvés dans les crottes, cette
absence pourrait étre due a des difficultés ou conflits d’assignation ou d’amplification avec
d’autres poissons plats, un ADN plus dégradé ou plus difficilement amplifiable. Une recherche

spécifique par PCR pour ces deux espéces notamment serait pertinente.

Pour les autres groupes d’espéces, la consommation de raies est confirmée par I’ADN, leur
présence avait été identifiée par quelques écailles placoides retrouvées dans les féces. Pour
les céphalopodes, les difficultés d’amplification liées a ce groupe nécessitent de poursuivre le
travail. Leur représentativité par I'analyse traditionnelle peut étre sous-estimée car identifiée
le plus souvent par leur bec. Ici, il est intéressant de noter qu’une espeéce la seiche commune

(Sepia officinalis) a été identifiés en metabarcoding, sans que cette espece ne soit retrouvée
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dans les piéces dures ; au contraire des becs d’encornet (Loligo spp.) ont eux été retrouvés
dans les piéces dures sans que I'espéce soit identifiée par son ADN. Une recherche spécifique
des différentes especes majeures de céphalopodes est en cours pour tester des problémes
d’amplification liés aux amorces utilisées. Enfin, quelques espéces de petits a tres petits
crustacés ont été identifiés mais dont la présence n’est trés certainement pas due a une
ingestion ciblée par les phoques (contamination, ingestion « collatérale », ou proies de

proies). Aucune trace d’ingestion d’un autre mammifére n’a été detecté.

Les analyses comparatives suivantes sont effectuées sur les assignations a la famille afin d’étre

le plus comparatif possible.
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Tableau 1 — Inventaire taxonomique des especes proies détectées par approche moléculaire (metabarcoding) et
par approche traditionnelle (analyse des piéces dures diagnostiques) dans tous les échantillons de feces de
phoques veaux-marins (N = 17) et de phoques gris (N = 15) analysées (collectées en baie de Somme ; analyse de
chaque échantillon en metabarcoding selon trois protocoles).
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Proies détectées par metabarcoding et par analyse des piéces dures
Proies communes : détectées par metabarcoding et avec les piéces dures sur les 32 échantillons analysée
Proies communes : détectées par metabarcoding et avec des piéces dures issus de travaux antérieurs
Proies détectés uniquement par metabarcoding
Proies détectés uniquement par metabarcoding mais espéces non présente dans les eaux de la Manche - Mer du Nord
Proies détectées avec les piéces dures uniquement
Groupe fonctionnel ~ Famille Genre Nom scientifique Nom vernaculaire
Pleuronectidae Pleuronectes Pleuronectes platessa Plies communes
Platichthys Platichthys flesus Flets communs
Platichthys stellatus Flets étoilés
Limanda Limandes NI
Soleidae Solea Solea solea Soles communes
Poissons plats
benthiques Solea ovata Soles ovates
Pegusa lascaris Soles poles
Buglossidium luteum Petites soles jaunes
Microchirus variegatus Soles perdrix
Bothidae Arnoglossus Arnoglossus laterna Arnoglosses lanternes
Scophthalmidae Scophthalmus Scophthalmus maximus Turbots
Callionymidae Callionymus Callionymus lyra Dragonnets lyres
Gobiidae Gobius Gobius niger Gobies noirs
Gobius cobitis Gobies céphalotes
Pomatoschistus Pomatoschistus minutus Gobies des sables
Pomatoschistus knerii Gobies de Kner
Poissons Zosterisessor Zosterisessor ophiocephalus Gobies lotes
non-plats Gobidés NI
benthiques Trachinidae Trachinus Trachinus draco Grandes vives
Echiichthys Echiichthys vipera Petites vives
Triglidae
Cottidae Cottidés NI
Agonidae Agonus Agonus cataphractus Souris de mer
Anguillidae Anguilla Anguilles NI
Gadidae Trisopterus Trisopterus luscus Tacauds communs
Merlangius Merlangius merlangus Merlans
Ammodytidae Ammodytes Langons NI
Moronidae Dicentrarchus Dicentrarchus labrax Bars communs
Mugilidae Chelon Chelon auratus Mulets dorés
Poissons Labridae Symphodus Symphodus cinereus Claviéres
dermersaux Labridés NI
Merlucciidae Merluccius Merluccius merluccius Merlus communs
Sparidae Pagellus Pagellus bogaraveo Dorades roses
Syngnathidae Syngnathus Syngnathus typhle Siphonostomes
Argentinidae Argentina Argentina silus Grandes argentines
Congridae Conger Congres NI
Clupeidae Sardina Sardina pilchardus Sardines
. . Belonidae Ablennes Ablennes hians Orphies plates
Poissons pélagiques .
Orphies NI
Carangidae Trachurus Trachurus trachurus Chinchards




Scombridae

Salmonidae

Atherinidae

Scomber
Thunnus
Salmo

Atherina

Scomber scombrus
Thunnus thynnus
Salmo trutta
Atherina boyeri

Atherina hepsetus

Maquereaux communs
Thons rouges de I'ATL
Truites communes
Athérines

Cabassons

Polybiidae

Cerithiidae

Cacozeliana

Cacozeliana lacertina

Telmatherinidae Telmatherina Telmatherina celebensis Arc-en-ciels des Célebes
POlS.SOH.S Rajidae Raja Raies NI
cartilagineux
Encornets S .
o Loliginidae Loligo Encornets NI
pélagiques
Cfephalopodes Sepiidae Sepia Sepia officinalis Seiches communes
démersaux
Céphalopodes NI Und. Cephalopods Céphalopodes NI
Archaeobalanidae Semibalanus Semibalanus balanoides Balanes
Paguridae Pagurus Bernards-I'ermites
Crustacés Daphniidae Megafenestra Megafenestra aurita (Crustacés copépodes)

(Gastéropodes)

3.2 Richesse taxonomique

En termes de nombre de familles différentes par échantillon, le metabarcoding permet
de détecter en moyenne plus de familles (de 4 a 5 par féces) que I'approche traditionnelle
(moins de 3 par féces). Entre les trois protocoles d’échantillonnage pour le metabarcoding,

aucune différence n’a par contre été observée, le nombre moyen de famille détectées est trés

proche (respectivement pour les protocoles A, B, C:5,0£2,1; 4,9+2,4 ; 5,3+2,2).

A I’échelle de I’échantillon (Figure 3), aucun patron ne se dégage en termes de performance

de détection d’espéce, il est méme intéressant de voir qu’a cette échelle le nombre de famille

détectées peut étre supérieur par I'approche par la piece dure que par metabarcoding.
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Féces de phoques

: Metabarcoding Metabarcoding Metabarcoding
Rieces dures protocole A protocole B protocole C
Pv22-0014 | & A A A
Pv22-002 14 A A A
Pv22-003 - A A A A
Pv22-004 A A A A
Pv22-005 4 A A A A
Pv22-0061 | & A A A
Pv22-007 7 A o A
Pv22-008 - A A A A
Pv22-009 - A A A A
Pv22-010 A A A A
Pv22-011 4 A A A
Pv22-012 - A A A A
Pv22-013 A A A A A
Pv22-0144 | & A A A
Pv22-015 - A A A A
Pv22-016 A A A A
Pv22-017 A A A A A
Hg22-001 - (& ———— e .
Hg21-002 [—# e e 3
Hg22-003 1 [-# — ———e ———————
Hg21-004 + f——# EEm— f————e —
Hg21-005 [—# e e .
Hg21-006 - - E— . e
Hg21-007 4 [———# e 3 e <
Hg21-008 - (& e e - e
Hg21-009 4 |[———# e F————e e
Hg21-0104 — —————e ——— —e
Hg21-0114 [~ —————e L. .
Hg21-012 |—# e . .
Hg21-013- [—# e e e
Hg21-014 - |- Y —— ——
H921 ‘01 5 L _’ T T T T T T T T T T T T
0 4 8 12 0 4 8 12 0 4 8 12 0 4 8 12

Richesse spécifique
(nombre de Familles de proies détectées)

a Phogues veaux-marins
N = 17 feces

Phoques gris

* N =15 feces

Figure 3 — Nombres de familles de proies (richesse spécifique) détectées dans les feces de phoques veaux-marins
et gris par analyse traditionnelle de leur contenu (analyse des piéces dures diagnostiques) et par approche de
metabarcoding selon les trois protocoles de préparation testés (A, B et C).
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A I'échelle de I’échantillon, aucun des différents protocoles A, B ou C ne semble ni

maximiser, ni minimiser le nombre de famille identifiées (Figure 4).

Phoques veaux-marins

Pv22-001 - A-B @

Pv22-002 - B-C A

Pv22-003 - B A
Pv22-004 - A-C B

Pv22-005 - B-C A

Pv22-006 - B A-C

Pv22-007 - B A-C

Pv22-008 - e B

Pv22-009 - A B
Pv22-010 - B-C A

Pv22-011 - A c
Pv22-012 - A-B c

Pv22-013 - A-C B

Pv22-014 - A-B c

Pv22-015 B A
Pv22-016 - C A
Pv22-017 - B c

Hg22-001 -
Hg21-002 - A
Hg22-003 -
Hg21-004 -
Hg21-005 -
Hg21-006 -
Hg21-007 -
Hg21-008 -
Hg21-009 -
Hg21-010-
Hg21-011 -
Hg21-012-
Hg21-013-
Hg21-014 -
Hg21-015-

8 6 - 2 0 2 - 6 8
A Richesse spécifique (max-min)

Figure 4 — Différence minimale-maximale de richesse spécifique (nombre de familles de proies) détectée par
metabarcoding dans les féces de phoques veaux-marins et gris entre les trois protocoles testés (A, B et C). Les
barres vertes et rouges indiquent toutes deux la différence (A) de richesse spécifique. Les lettres au niveau des
barres vertes indiquent le/les protocole(s) pour lesquels la richesse spécifique détectée est maximale, pour
chaque féces. Inversement, les lettres au niveau des barres rouges indiquent le/les protocole(s) pour lesquels la
richesse spécifique détectée est minimale, pour chaque feces.
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A I’échelle de I'ensemble des familles détectées par metaborcoding, protocoles A, B et C
confondus pour tous les échantillons, aucun protocole ne permet significativement de
détecter plus de familles (Figure 5 ; pour le phoque veau marin, bien que non-significatif le
protocole C semblerait plus performant que le protocole A). Chaque protocole permet en
moyenne de détecter au moins la moitié de I'ensemble des familles retrouvées sur I'ensemble
des résultats des trois protocoles mais aucun ne permet d’atteindre au moins les % des

familles détectées sur I'ensemble des analyses.

Phoques veaux-marins Phoques gris

100

~
o
L

Phoques veaux-marins
N = 17 féces

- Phoques gris
N =15 feces

% du nombre total de familles détectées
par féces (dans tous les protocoles A+B+C)
N (4]
(6} o

® & @

Protocoles de préparation des échantillons

Figure 5 — Pourcentage du nombre total cumulé (avec les trois protocoles A + B + C) de familles de proies
détectées par approche de metabarcoding dans chaque féces de phoques veaux-marins et gris selon les trois
protocoles de préparation testés (A, B et C).

3.3 Occurrence en proies par famille

Si I'inventaire des espéces détectées par les différents protocoles peut informer une

facette de la diversité du régime alimentaire, ces listes d’espéces peuvent parfois mal refléter
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I'importance relative de chacune dans |'écologie du prédateur, notamment par détection plus
sensible par metabarcoding d’espéces rares. Les fréquences d’occurrence permettent en
partie de pondérer I'importance des especes identifiées, dans I’"hypothese ol les espéces
fréquemment rencontrées peuvent étre d’'une importance supérieure dans I'alimentation du
prédateur. Une nouvelle fois, des espéces rares en termes biomasse contributive a
I’alimentation du prédateur peuvent étre ingérées fréquemment. Un seuil autour de 25%
d’occurrence peut étre utilisé pour considérer les especes significatives en termes de
fréquence d’apparition. Ici la comparaison des deux approches fournit des visions assez

contrastées de la prédation des phoques.

Pour le phoque veau-marin (Figure 6), les poissons plats et de langons sont plus
fréquemment rencontrés dans I’échantillonnage étudié a travers les restes durs qu’a travers
leur ADN. Au contraire, un assez grand nombre de familles peu ou pas représentées par leurs
pieces dures diagnostiques ont été fréquemment identifiés par leur ADN. Les scombridés (e.g.
magquereaux), les sparidés (e.g. dorades) et les moronidés (e.g. bars) sont détectés dans pres
d’un échantillon sur deux, les gobiidés (e.g. gobies), les mugilidés (e.g. mulets) et les

atherinidés (e.g. prétres) dans plus d’un tiers des échantillons.

Pour le phoque gris (Figure 7), la représentativité des poissons plats apparait équilibrée
entre les deux approches. Les poissons plats ont été moins fréquemment trouvés chez le
phoque gris comparativement au phoque veau marin. Les langons et les gadidés sont plus
fréquemment rencontrés dans I’échantillonnage étudié a travers que les restes durs qu’a
travers leur ADN. Pour les familles peu ou pas représentées par leurs pieces dures
diagnostiques mais fréquemment identifiés par leur ADN, les mémes tendances que pour le
phoque veaux marins sont retrouvées avec les scombridés (e.g. maquereaux), les sparidés
(e.g. dorades), les moronidés (e.g. bars), les gobiidés (e.g. gobies), les mugilidés (e.g. mulets)

et les atherinidés (e.g. prétres) retrouvés dans un tiers a la moitié des échantillons.

Pour aucune des deux especes des différences majeures n‘ont été détectées entre les

trois protocoles de sous-échantillonnage pour les analyses moléculaires.
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Pieces dures

Metabarcoding
protocole A

Metabarcoding
protocole B

Metabarcoding
protocole C

Pleuronectidae -
Soleidae -
Bothidae -

Scophthalmidae -
Pleuronectiformes -
Callionymidae -
Gobiidae -
Trachinidae -
Triglidae -
Cottidae -
Agonidae -
Anguillidae -
Gadidae -
Ammodytidae -
Moronidae -
Mugilidae -
Labridae -
Merlucciidae -
Sparidae -
Syngnathidae -
Argentinidae -
Congridae -
Clupeidae -
Belonidae -
Carangidae -
Scombridae -
Salmonidae -
Atherinidae -
Telmatherinidae -
Poissons n.d. -
Raja -

Loliginidae -
Sepiidae -
Céphalopodes -
Crustaceés -
Archaeobalanidae -
Paguridae -
Daphniidae -
Polybiidae -
Cerithiidae -

Famille NI - |

_—s

1

10
11

s

. ——

s

I 1

15

sulew-xneaA sanboyd

0 50

100 0
Occurence (% de féces incluant une trace de la proie)

50

100 O

' 50 100

Phoques veaux-marins
N =17 féeces

T T

0 50 100

Figure 6 — Occurrence (en pourcentage du nombre) de féces incluant une trace de la famille de proie détectée
soit par analyse traditionnelle du contenu de féces (analyse des piéces dures diagnostiques) soit par approche
de metabarcoding selon les trois protocoles de préparation testés (A, B et C) pour le phoque veau-marin. Les
barres d’erreur indiquent I'incertitude a 95% générée par processus de bootstrap.
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: Metabarcoding Metabarcoding Metabarcoding
Fieces dures protocole A protocole B protocole C
Pleuronectidae - Ill— 2 [ [ |
Soleidae - l— 4 1 |t . ‘
5 Bolthigae- , i }' ‘
cophthalmidae - | 1 s -2
Pleuronectiformes | l— 1 3 ; 1
Callionymidae | l— 1 ' 4 2 — ‘
Gobiidae 1| B 5 . 5 E— 4
Trachinidae 1 | — — 1 ;
Triglidae - | 1 — C ‘
Cottidae {l— 1 1 :
Agonidae | 2 B 2 :
Anguillidae 1| ‘ ‘
Gadidae 1 IR—— 5 1 :: 1 2 \
Ammodytidae - ll— 3 —1 1 —1 §
Ml\ﬁror_}igae- ‘ I 6 I & |
ugilidae 4| r— 6 . . ;
La%ridae- 1 1 ;L ! 3
Merlucciidae 1 | 1 3 E 1 N
Sparidae - | I s I | of |3
Syngnathidae | 1 \ [ |2
Argentinidae 1 | 1 L e
Congridae | 1 1 1 |2
Clupeidae 1 l— 1 3 t 2 [ =t
Belonidae | l— 1 1 1 | |2
Carangidae { l— 1 ' 2 | 3 ;
Scombridae 4| 7 I 1 | | 1
Salmonidae 1 | E 1 B — :
Atherinidae 1| , 5 o | |
Telmatherinidae | * F 1 1 B ‘
Poissons n.d. - S 10 \ ‘
Raja-| 2 1 ‘
Loliginidae - l— 1 ; ‘
Sepiidae 1 | 4 2 o2 ‘
Céphalopodes { l— 1 i ‘
Crustacés - l— 1 ; ;
Archaeobalanidae 1| 1 ;2 ‘
Paguridae - | \ 1 |
Daphniidae | . 2 - :
Polybiidae 1 | — ; |
Cerithiidae - | 1 3
Famille NI 1 i | 1Y - 13 —— 1 1_1—112
0 50 100 O 50 100 O 50 100 O 50 100

Occurence (% de feces incluant une trace de la proie)

Phoques gris
N = 15 feces

Figure 7 — Occurrence (en pourcentage du nombre) de feces incluant une trace de la famille de proie détectée
soit par analyse traditionnelle du contenu de féces (analyse des piéces dures diagnostiques) soit par approche
de metabarcoding selon les trois protocoles de préparation testés (A, B et C) pour le phoque gris. Les barres
d’erreur indiquent I'incertitude a 95% générée par processus de bootstrap.
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3.4 Occurrence en proies par groupes fonctionnels

Au-dela de la vision taxonomique du régime alimentaire, la compréhension de I'écologie
trophique passe le plus souvent par une approche fonctionnelle des proies recherchées(Spitz
et al., 2014). Ici exprimée en fréquences d’occurrence pondérée ou non (Figure 8 et 9), la
prédominance des poissons plats dans I'analyse reposant sur les restes durs est tres
nettement diminuée par I'approche moléculaire ou la part des autres groupes fonctionnels de

poissons (non-plats benthiques, démersaux et pélagiques) est régulierement significative.

A I'échelle de I’échantillon, chaque analyse, que ce soit traditionnelle vs moléculaire
ou bien entre les protocoles de sous-échantillonnage, peut produire des résultats fort
différents. Ainsi certains groupes détectés a partir des piéces dures peuvent étre absents des
analyses moléculaires et de méme entre les différents protocoles testés pour le
metabarcoding. Si une nouvelle fois les résultats peuvent différer entre ces trois protocoles, il
ne semble pas y avoir ici de protocole qui sur- ou sous-identifierait un (ou des) groupe(s) de

proies par rapport aux autres protocoles testés.
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Figure 8 — Occurrence (en nombre) de familles de proies détectées dans chaque féces de phoques veaux-marins
et gris par analyse traditionnelle de leur contenu (analyse des piéces dures diagnostiques) et par approche de
metabarcoding selon les trois protocoles de préparation testés (A, B et C) présentée par groupe fonctionnel de
proies. Les chiffres en noir correspondent aux nombres totaux de familles de proies détectées dans chaque féces.
Les chiffres en blanc correspondent aux nombres de familles de proies associées a un groupe fonctionnel.
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Figure 9 — Occurrence pondérée (nombre total rapporté a 100%) de familles de proies détectées dans chaque
féces de phoques veaux-marins et gris par analyse traditionnelle de leur contenu (analyse des piéces dures
diagnostiques) et par approche de metabarcoding selon les trois protocoles de préparation testés (A, B et C)
présentée par groupe fonctionnel de proies.
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3.5 Résultats semi-quantitatifs préliminaires

La quantification du nombre de séquences comme indicateurs de la quantité d’ADN
présent peut permettre de tester une approche semi-quantitative, en faisant I’'hypothese que
le nombre relatif de séquences informe sur l'importance relative de I'espéce dans
I’échantillon. Les résultats sont ici a prendre avec précaution car de fortes valeurs
d’incertitudes a 95% ont été obtenues du fait de proies présentant de trés importants
nombres de séquences dans seulement un ou deux échantillons. Néanmoins, il est intéressant
de noter que cette approche permet d’atténuer I'importance d’especes faiblement détectées
et limite ainsi le nombre de famille ayant une importance significative dans I'alimentation des

prédateurs (Figure 10 et 11).

Chez le phoque veau-marin (Figure 10), les deux visions apportées par le metabarcoding
et les restes durs apparaissent plus congruent pour les poissons plats et notamment la famille
des pleuronectidés qui est majoritaire quelle que soit I'approche. Cependant la faible
représentation des soleidés perdure dans les approches moléculaires comparativement a
I’'approche traditionnelle. L'importance des scombridés, des moronidés, des sparidés et des

mugilidés est confirmée.

Chez le phoque gris (Figure 11), les différences entre les deux approches sont plus
marquées avec pour l'approche traditionnelle une alimentation dominée par les poissons
plats, les gadidés et les lancons alors que pour les approches moléculaires les familles les plus
abondantes sont les clupéidés, les agonidés, les salmonidés, les scombridés et les

callionymidés.
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Figure 10 — Importance relative des différentes familles de proies détectées pour chaque approche, exprimé soit
en pourcentage de biomasse totale reconstruite (pour I'analyse traditionnelle des piéces dures diagnostiques)
soit en pourcentage du nombre total de « reads » de séquences d’ADN détectées (pour le metabarcoding) selon
les trois protocoles de préparation testés (A, B et C) pour le phoque veau-marin. Les barres d’erreur indiquent
I'incertitude a 95% générée par processus de bootstrap.
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Figure 11 — Importance relative des différentes familles de proies détectées pour chaque approche, exprimé soit
en pourcentage de biomasse totale reconstruite (pour I'analyse traditionnelle des piéces dures diagnostiques)
soit en pourcentage du nombre total de « reads » de séquences d’ADN détectées (pour le metabarcoding) selon
les trois protocoles de préparation testés (A, B et C) pour le phoque gris. Les barres d’erreur indiquent
I'incertitude a 95% générée par processus de bootstrap.
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4 Conclusion et recommandations pour les futures études
d’identification du régime alimentaire des phoques veaux-marins et
gris

La présente étude avait pour objectif de tester I'apport du metabarcoding sur la
description de I'alimentation des phoques en Manche dans le cadre du suivi des travaux du
parc éolien Dieppe-Le Tréport en complément des analyses reposant sur la récupération et
I'identification des restes durs diagnostiques (os et otolithes de poissons, becs de
céphalopodes, ...). Les résultats obtenus permettent d’ores et déja de conclure sur les objectifs
visés. Cependant, des analyses de données supplémentaires et des résultats complémentaires

attendus viendront compléter le travail initié par cette premiere étude.

Les essais méthodologiques sur les effets du sous-échantillonnage de chaque féces, n’ont
pas mis en évidence un effet significatif du protocole sur les résultats de metabarcoding. Des
différences a I'échelle de chaque échantillon ont été mis en évidence, confirmant le c6té
hétérogene de I'échantillon, mais a I'échelle d’un lot de féces étudiés I'impact semble

contenu. Le prélevement a plusieurs endroit pourrait néanmoins étre privilégié.

L’approche moléculaire a permis d’augmenter la liste des especes proies ingérées par les
phoques en baie de Somme, bénéfice souvent documenté pour le metabarcoding dans de
telles études (e.g. Casper et al., 2007; Deagle et al., 2009; Granquist et al., 2018). La fréquence
d’occurrence et le nombre de séquences détectées suggerent que certaines especes peu ou
pas détectées par la méthode traditionnelle pourraient avoir une contribution significative
dans I'alimentation des deux especes de phoques (notamment les mulets, les dorades ou les
magquereaux). A I'inverse, I'approche moléculaire présente différentes limites a I'échelle de
I'identification spécifique avec une part importante d’identification peu ou pas cohérente (e.g.
especes non atlantiques) et certaines especes majeures non assignées (comme les petites
especes de soleidés). Sans opposer les méthodes, le metabarcoding apporte un éclairage
complémentaire au savoir fourni par I'analyse traditionnelle du régime alimentaire a partir de
feces. Il reste difficile de combiner les deux approches directement, le metabarcoding ne
fournissant pas de données quantitatives sur les proportions des différentes especes ingérées
(Deagle et al., 2019; Massey et al., 2021). Si les analyses moléculaires apparaissent difficiles a
utiliser seules pour une description et un suivi quantitatif de I'alimentation de tels prédateurs,

la vision complémentaire apportée est indéniable. La combinaison de différentes méthodes
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comme |'analyse des restes durs et de ’ADN dans les feces, les signatures isotopiques dans
différents tissus et les données de télémétrie permet une meilleure compréhension de
I’écologie trophique des prédateurs supérieurs marins comme les phoques (Jeanniard-du-Dot
et al., 2017) ; chaque approche apportant un éclairage sur les limites des autres méthodes. Il
apparaitrait ainsi fort profitable de pouvoir combiner les différentes approches dans les

prochaines phases de suivi de la mise en place du parc éolien Dieppe-Le Tréport.
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