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RÉSUMÉ 

La communication chimique (ou olfactive) est la forme de communication la plus 

répandue dans le règne animal et joue un rôle essentiel dans la médiation des 

comportements sociaux et reproductifs. Mon travail de thèse a consisté à étudier le rôle 

que pouvait avoir la communication chimique chez une espèce sociale, la marmotte 

Alpine (Marmota marmota). Je me suis d’abord intéressée au rôle de l’olfaction dans un 

contexte de sélection sexuelle. La marmotte Alpine est une espèce à reproduction 

coopérative et seuls les dominants peuvent se reproduire ce qui génère une compétition 

intrasexuelle très forte pour l’accès à la reproduction. En analysant les sécrétions de 

glandes anales de 154 individus par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie 

de masse, j’ai pu mettre en évidence que les sécrétions chimiques informaient sur le statut 

de maturité sexuelle, le statut social ainsi que sur le sexe des individus. Ces informations 

pourraient être impliquées dans la compétition intrasexuelle chez cette espèce. De plus, 

bien qu’étant socialement monogame, la marmotte Alpine cocufie parfois son partenaire 

social avec des mâles présentant une meilleure compatibilité génétique (apparentement et 

génotype au Complexe Majeur d’Histocompatibilité). En analysant les sécrétions de 

glandes anales de 63 marmottes sexuellement matures, j’ai pu mettre en évidence une 

concordance entre les distances chimiques et l’apparentement ce qui pourrait permettre 

aux femelles d’évaluer la compatibilité génétique des partenaires potentiels. Pour finir, la 

marmotte Alpine étant une espèce territoriale je me suis intéressée au rôle de l’olfaction 

dans les relations intergroupes. Pour cela, j’ai testé l’hypothèse du « dear 

enemy phenomenon » et mis en évidence que n’importe quel étranger au groupe social 

est considéré comme un ennemi du groupe. Pour conclure, mes résultats montrent que 

la communication chimique semble jouer un rôle essentiel dans les interactions sociales 

et reproductives chez la marmotte Alpine. 

 

MOTS CLÉS : choix de partenaire, communication chimique, compétition intrasexuelle, 

espèce sociale, GCMS, indices chimiques, interactions sociales, population naturelle. 
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ABSTRACT 

Chemical communication (or olfaction) is the most common form of communication in 

the animal kingdom and plays an essential role in mediating social and reproductive 

behaviour. During my Ph.D. thesis, I study the role of chemical communication in a social 

species, the Alpine marmot (Marmota marmota). I was first interested in the role of 

olfaction in sexual selection context. The Alpine marmot is a cooperative breeder and 

only the dominant pair access to the reproduction, generating an intense intra-sexual 

competition for access to reproduction. By analysing anal gland secretions of 154 

individuals with gas chromatography and mass spectrometry, I found that anal gland 

secretions could inform on sexual maturity, social status and sex. This information may 

be involved in intra-sexual competition in this species. Furthermore, although being a 

socially monogamous species, extra-pair paternity occurs in the Alpine marmot. Females 

choose males with an optimal genetic compatibility (relatedness and genotype to the 

Major Histocompatibility Complex). By analysing anal gland secretions of 63 sexually 

mature marmots, I found a significant concordance between chemical distance and 

relatedness, allowing females to assess the genetic compatibility of the potential partners. 

Finally, the Alpine marmot as being a territorial species, I was interested in the role of 

olfaction in relations between groups. For this, I tested the "dear enemy" hypothesis and 

I highlighted that any stranger to the social group is considered as an enemy of the group. 

To conclude, my results show that the chemical communication seems to play an 

important role in social and reproductive interactions of the social Alpine marmot.  

 

KEY WORDS: chemical communication, GCMS, intra-sexual competition, mate choice, 

olfactory cues, social interactions, social species, wild population. 
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animaux et est une réelle clé de voûte dans l’étude et la compréhension de leurs 

effet, la communication est au cœur de nombreux processus essentiels à la survie et à la 

. Par conséquent, l’étude de la communicatio

transfert d’information d’un organisme émetteur, à un ou plusieurs organismes r

transfert d’information implique trois processus biologiques

par l’émetteur, 2) sa perception par le receveur, c’est

signal, et 3) la réponse du receveur qui est souvent comportementale, bien qu’elle puisse 

donc un échange d’information intentionnel ou non, entre individus d’une

ou d’espèces différentes, mais aussi la collecte d’information sur l’environnement 

Bien que l’utilisation du terme «

semblent néanmoins s’accorder sur le fait qu’il faille faire la distinction entre «



la condition physique des mâles. C’est le cas notamment chez de nombr

d’oiseaux où les femelles préfèrent s’accoupler avec des mâles présentant des couleurs 

. Les caroténoïdes sont à l’origine de ces pigments et sont connus pour être 

de l’état de santé des individus et jouent un rôle 

. Par cet exemple, il est facile de comprendre qu’un indice, 

bien qu’émis de manière non intentionnelle par les individus émetteurs (ici les mâles), 

) et à l’acquisition de bénéfices directs 

corrélés à des informations d’intérêt, soit sur l’émetteur lui

l’environnement. Cependant, à l’inverse des 

prédateur potentiel afin d’avertir leurs congénères. C’est le cas notamment chez la 

) qui émet des cris d’alarme qui varient en fonction 

du danger afin qu’ils puissent 



des traits qui ont évolué parce qu’ils modifient le 

été produit, il ne coûte rien de plus pour être exprimé, alors que l’émission de si

justement à l’intentionnalité 

d’émission et à la production du signal. 

), 

en énergie qu’un 

Tout en gardant à l’esprit ces notions sémantiques et ces définitions critiques (e.

, je vais considérer tout au long de ma thèse qu’un indice va être corrélé à une 

information particulière de l’individu émetteur, et qu’un signal sera un indice qui suscite 

s. En d’autres termes, je considérerai 

donc qu’un indice est ce qui est juste corrélé à l’information d’intérêt, bien qu’il puisse 

des individus receveurs, alors que j’appellerai signal tout indice dont 

ériences comportementales qu’il suscite bien une réponse 

d’évolution

a question de l’évolution des signaux se pose alors. Lors d’un transfert 

d’information chacun des partis, émetteur et receve

ction du signal pour l’émetteur et

l’autre parti l’

initier ce transfert d’information, l’émetteur ou le receveur a d’abord dû mettre en place 



Ce modèle d’évolution des signaux ( ) nécessite un prérequis, l’association 

odeur) et une information d’intérêt 

de l’émetteur ( ). Cette corrélation peut survenir lorsque l’indice est un sous

involontaire d’une activité réalisée dans des conditions spécifiques. C’est le cas 

de l’acid

ce qui va permettre aux autres conspécifiques d’être avertis de ce 

d’alarme 

corrélation entre l’indice et l’information d’intérêt soit imparfaite, mais cela ne signifie 

pas nécessairement qu’il n’ ait pas d’intérêt à communiquer. Au contraire, même un léger 

bénéfice net pour l’émetteur et le receveur peut favoriser 

d’indices imparfaits à condition que le receveur puisse les percevoir (

favorisant ce transfert d’information peut apparaître. Si l’émetteur bénéficie de la réponse 

l’information. Au contraire, si la réponse du receveur ne bénéficie pas à l’émetteur (

nce à vouloir dissocier l’indice de l’information d’intérêt. Cependant, 

si l’indice s’éloigne peu à peu de cette information, l’émetteur peut alors se mettre à 

exagérer l’indice en apportant de nouvelles informations

d’améliorer sa capacité de discrimination de l’indice et modifier sa réponse en 

Ce terme décrit la capacité d’un individu à transmettre ses gènes à la génération suivante, et se mesure 
généralement comme le nombre de descendants qu’un individu produit. 



Schéma du modèle d’évolution des signaux par des précurseurs de l’émetteur

concernant l’émetteur



de ce modèle d’évolution des signaux est l’évolution de 

d’information. En revanche, si le receveur ne bénéficie pas de cet échange (

L’émetteur pourra 

améliorer sa capacité à faire la distinction entre le trait mimétique de l’émetteur et le vrai 

stimulus environnemental afin d’a

Ce modèle d’évolution des signaux est typiquement impliqué dans l’évolution des 

signaux d’attraction des partenaires sexuels 

Schéma du modèle d’évolution des signaux par un biais sensoriel du receveur 



Dans les deux scénarios il suffit que l’un des deux précurseurs apparaisse pour q

l’autre parti puisse acquérir l’information d’intérêt, s’en servir et e

pour qu’une coévolution apparaisse. Cette coévolution entre l’émett

un transfert d’information plus efficace. Ces deux modèles d’évolution 

d’évolution.

d’évolution

permettant de capter et d’utiliser les signaux

les signaux se mettent en place. Il convient maintenant d’identifier les pressions

leur évolution. L’évolution des signaux relève aussi bien de la 

… 

espèces utilisent des signaux de recrutement qui permettent d’indiquer à leurs congénères 

où se trouve la source de nourriture qu’ils vie

varient alors la probabilité d’émission de ces signaux de recrutement en fonction de la 

d’appel

», mais à mesure que le nombre d’individu arriv

d’appel diminue ce qui 



prédateurs (dilution de l’effet de prédation) 

… et éviter d’être mangé

l’utilisation de signaux dits 

afin d’annoncer aux prédateurs leur 



Signaux d’alarme

signaux d’alarme sont émis afin de prévenir les « » de la présence d’un prédateur 

est celui des cris d’alarme chez le 

alentours (posture de surveillance) et prévenir l’ensemble des membres du groupe de la 

présence d’un prédateur par le biais de cris d’alarme 

différent cris d’alarme en fonction 

du type de prédateur et du niveau d’urgence 

groupe d’avoir une réponse comportementale appropriée au cri d’alarme et donc au type 

La sélection naturelle a également favorisé l’évolution de signaux qui permettent 



. Les cris d’alarme présentés 

précédemment dans l’exemple des suricates favorisent également le népotisme en 

L’évolution des signaux relève on naturelle d’une part, mais 

d’autre part, 

La compétition intrasexuelle pour l’accès aux femelles explique l’évolution de 

Exemples d’armements.



L’évolution des signaux a 

transfert d’infor

ultérieure du signal de l’émetteur et de sa perception par le receveur peut conduire à une 

rocessus de transfert d’information 

théories ont alors été proposées pour expliquer l’évolution de caractères secondaires 



Cette préférence peut être le résultat d’une mutation pour 

ou d’une exploitation d’un biais sensoriel présent chez les femelles

mais va augmenter l’attractivité de leurs fils

portant à la fois les gènes de préférence de leur mère et les gènes du trait d’intérêt 

seraient pénalisés car ils n’auraient pa

d’intérêt masculin ainsi que des changements dans le choix moyen des femelles

Le processus d’emballement de Fisher est également appelé le modèle des

prédation. L’élaboration de ce trait s’arrêtera donc lorsque le coût de viabilité lié à la 



sélection naturelle sera plus important que les bénéfices d’accouplement liés à la sélection 

Premièrement, l’hétérozygotie globale au niveau du génome entier limite les risques liés à 

Deuxièmement, l’hétérozygotie peut 

générer une épistasie, c’est

Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

Produire des descendants hétérozygotes au CMH devrait permettre d’améliorer l



les types d’avantages liés à l’hétérozygotie, les femelles devraient 

femelles choisissent leur partenaire selon l’hypothèse de compatibilité génétique, tant 

partenaires. En d’autres termes, quels signaux sont utilisés par les femelles pour évaluer la 

qui, à l’inverse du modèle de Fisher, sont 

me trait masculin exagéré, c’est



ar c’est

t se permettre d’exprimer les versions les plus 

qu’un signal soit honnête, c’est à dire reflétant la qualité de l’émetteur, il faut qu’il lui soit 

mécanisme important pour l’évolution de signaux fiables

La majorité des études réalisées sur la communication animale s’est 

en l'absence de l’émetteur



d’abords les signaux chimiques utilisés entre individus d’espèces différentes

, qui vont être bénéfiques pour l’espèce émettrice

’est le cas, par exemple, chez une espèce d’orchidée (

phéromone d’alarme des abeilles (

, qui vont être bénéfiques pour l’espèce réceptrice, 

’est le 

substances chimiques qu’ils émettent

bénéfiques à la fois pour l’espèce émettrice et pour l’espèce réceptrice, 

d’une même espèce, et 



insectes, d’autres phéromones ont été découvertes, comme par exem

d’alarme (

d’intérêt parmi l’ensemble des composés 

l’éléphant d’Asie

ensemble de molécules issu de l’odeur d’un individu 

conspécifiques et utilisé pour reconnaître cet organisme en tant qu’individu ou membre 

d’un groupe social particulier. Une «

exemple d’une espèce (e.g. 

), d’un sexe (e.g. 

, d’une classe d’âge (e.g. 



re d’un individu particulier (e.g. 

. C’est le cas notamment des fourmis 

caractéristiques de l’espèce, mais chez qui chaque colonie va éme

Zweden & d’Ettorre, 2010)

une distinction entre individus d’une même espèce.

stéréotypé tel que l’attraction des femelles. L’en

cette odeur. Tandis qu’une «

molécules produites dans des proportions spécifiques pour un mâle particulier, qu’une 

l’ensemble des mâles possibles 

d’odeurs intrinsèques



d’odeurs extrinsèques

espèces d’abeilles 

floraux d’orchidées qui seront ensuite libérés lors de la parade nuptiale afin d’attirer les 

contiennent des caroténoïdes toxiques qu’ils vont accumulés dans leur corps 

b) Composés chimiques d’origine bactérienne

bactériens chez certaines espèces. Les bactéries présentent au niveau des sources d’odeurs 

antibiotique n’étaient plus attractives pour les mâles par rapport aux femelles n’ayant pas 



: l’exemple du marquage olfactif

propre corps. C’est le cas notamment des oiseaux marins qui répartissent sur leurs plumes 

l’imperméabilisation et la protection contre 

r exemple, certaines espèces d’o

odorantes sont déposées par un frottement des sources d’odeurs sur des éléments présents 



e.g. diffusion de l’odeur corporelle), soient captées puis traitées par un 

appropriée à l’information perçue 

sur l’émetteur. Cependant, ils ne sont pas toujours spécifiques d’un receveur car la plupart 

Les molécules chimiques émises par l’individu émetteur sont alors détectées par les 

récepteurs olfactifs de l’in

. En fonction de l’espèce, les signaux chimiques vont être détectés par l’un et/ou 

l’au

Les méthodes d’étude de la communication chi

qui fournissent des informations sur l’émetteur

2) l’étude de la 

mettre en évidence l’utilisation de l’odeur par les individus (on parlera donc de signal)



d’avoir une idée sur l’information d’intérêt susceptible d’être 

D’un point de 

e l’implication 

sont apparues bien après. En négligeant ainsi l’étude de la composit

s d’intérêt

d’approches ont permis de 

d’interactions soci

peuvent renseigner sur l’espèce 

et d’être 



d’évaluer la réceptivité des femelles. les éléphants d’Asie mâles (

) sont capables de détecter les phéromones émises dans l’urine des femelles,

ci entrent en œstrus 

de l'œstrus chez les femelles et joue un rôle attractif pour les mâles

pour l’accouplement

quant à elles, ne produisent qu’une très petite quantité de phéromone

sélectionner les mâles pourvus d’une bonne capacité à détecter ces phéromones et qui 

qu’

phéromones émises par les femelles et favoriser ainsi l’accouplement, comme en 

entre mâles comme peuvent l’être les signaux visuels ( l’exhibition d’armement

l’



l’évaluation de

rrents qu’ils pénètrent sur 

indiquer qu'il en est le propriétaire et par conséquent qu’il est suffisamment compétitif 

choix pour des bénéfices directs qu’indirects.

dans l’évaluation 

d’augmenter la survie des descendants. Par exemple, les

qu’elles vont pouvoir 



propriétaires d’un territoire

la taille ou à l’âge des mâles 

), les femelles utilisent des signaux chimiques pour évaluer l’âge des 

partenaires potentiels et préfèrent s’accoupler avec des mâles plus âgés 

. L’odeur peut 

dans l’évaluation de la qualité du mâle, 

’accoupler avec des grands 

jusqu’au stade nymphal par rapport aux descendant issus de mâles plus petits

Une réelle avancée a été faite lorsqu’il a été montré que l’odeur pouvait 

des souches de souris ne différant qu’aux loci du CMH

entrainés peuvent distinguer l’odeur de l’urine d’individus de souches différentes. Plus 

du CMH peuvent se retrouver dans l’urine et ainsi renseigner sur le génotype des 

. Dans ce contexte, l’odeur peut alors signaler la possession de bons 

» à l’image de la queue du paon bleu (



mâles. Ces odeurs agissent donc, d’une 
certaine manière, comme la queue d’un paon 

De la même manière, l’odeur peut aussi être utilisée par les femelles pour éva

compatibilité génétique des partenaires potentiels selon l’idée que des individus 

femelles sont capables d’évaluer la 

compatibilité génétique au CMH à partir de signaux chimiques et d’

Dans le même esprit, il a été suggéré que l’odeur doit pouvo

ont démontré chez de nombreuses espèces que les femelles évitent de s’accoupler avec des 



Pour aller plus loin, il est important de comprendre comment l’odeur 

i directement l’hypothèse de la 

chez de nombreuses espèces de mammifères, y compris chez l’Homme (e.g. 

, et a fait l’objet d’étude

agneaux de l’année 

si le contact se fait pendant cette période précoce. Les mères apprennent donc l’odeur 



l’odeur de leurs parents, comme chez 

l’humain où rnent vers l’odeur de leur mère, 

t permettre d’éviter des accouplements 

consanguins, mais cela permet aussi d’orienter les comportements affiliatifs (

es sœurs privilégient les 

en s’avertissa

. Les membres d’un groupe vont 

frères et sœurs (appartenant à une même portée)

’envers des

que des sœurs et demi sœurs d’une même portée 

sœurs qu’envers les demi sœurs 

’appariement phénotypique («

processus de reconnaissance qui implique une comparaison de l’odeur de l’émetteur avec 

odeur, ou bien avec l’odeur de parents présents dans le groupe familial par 



es frères et sœurs non familiers qu’envers des 

sœurs non 

l’expulsion d’individus étrangers au groupe est fréquente. Ce comportement repose alors 

sur une reconnaissance mutuelle de l’ensemble des membres du groupe qui sont 

Sun & Müller‐Schwarze, 1998a,b

comportement liées à l’apparentement

De nombreux mammifères sociaux font ce qu’on appelle de l’allomarquage. 

L’allomarquage est le fait de marquer les autres membres du groupe social, et est souvent 

par l’odeu

semble être une étiquette d’odeur de colonie qui va être produite par chaque membre de 

, 2001; d’Ettorre & Lenoir, 2009; van Zweden & d’Ettorre, 2010; Sturgis & Gordon, 



hez ces espèces, c’est la trophallaxie (i.e. le transfert de nourriture liquide entre 

(van Zweden & d’Ettorre, 2010; Bos & d’Ettorre, 2012)

tités olfactives de ces individus. Cette reconnaissance d’individu

rencontrés peut ainsi permettre d’avoir un comportement plus adapté. Cette 

discrimination des individus uniquement via l’odeur a été démontrée par des expériences 



d’entraînement, par 

correspondance des odeurs de marquage avec l’odeur des mâles présents pour identifier 

» (i.e. le fait d’être plus agressif 

iduelle via l’odeur est également 

C’est le cas notamment chez le p

de reconnaitre l’odeur de son partenaire 

système social d’un groupe est caractérisé par trois 

d’appariement qui vont être propres à l’espèce et au groupe étudié



Nécessité d’une communication 

En d’autres termes,

reprend l’idée qu’

c’est ce qu’on appelle l’hypothèse 

d’affecter la façon dont les animaux communiquent entre eux. En effet, l’organisation 

’âge des individus, mais aussi liens de parentés qu’il y a entre

, nécessitent des signaux capables d’informer sur ces diffé



statut social afin d’appuyer la hiérarchie mise en place au sein des groupe

intergroupes. De plus, relativement peu d’études impliquant des espèces sociales ont été 

réalisées en milieu naturel. C’est pourquoi au cours de ma thèse je me suis focalisée sur 

l’étude de la communication chimique chez 

IIII.3. L’exemple de la Marmotte alpine (

uple de dominants, d’individus subordonnés adultes (sexuellement matures mais qui 



appelées glandes orbitales) situées de manière bilatérale entre l'œil et l'oreille, et deux 

jusqu’à présent seule la glande jugale, utilisée lors du marquage du territoire 

compétiteurs potentiels pour l’accès à la dominance et donc à la reproduction. Dans ce 

s’attendre 

en compétition pour l’accès à la reproduction avec les subordonnés sexuellement matures 

présents dans le groupe familial, il serait donc important d’avoir des informations sur les 

social afin d’ajuster leur choix de partenaire lorsque le social n’est pas optimal, et 



sur la valeur sélective des descendants produits. Plus précisément, il a été constaté qu’au 

sein d’une même portée, les marmottons issus de paternités hors

l’apparenté et sur le gén

l’appartenance des individus à tel ou tel groupe social, ou encore sur le statut social des 

dividus, en indiquant qu’ils sont les propriétaires du territoire.

Le sujet de ma thèse se situe à l'interface entre l'écologie chimique et l’écologie 

contextes de sélection sexuelle et d’interaction entre groupes chez une espèce sociale 

Suite à l’introduction ci

méthodes que j’ai utilisés pour réaliser cette thèse. Dans 

le modèle d’étude qu’ ), puis le site d’étude

je m’attarderai 

d’éviter toute contamination par des composés chimiques exogènes aux marmottes, et 



j’expliquerai en quoi consiste la méthode d’analyse par chromatographie en phase gazeuse 

j’ai mis en évidence que les sécrétions des glandes

dominants d’orienter leur agressivité uniquement vers les compétiteurs potentiels, c’est

r l’autre pan de la sélection sexuelle, 

ci n’est pas optimal 

génétiquement, ce qui suggère qu’elles ont accès à cette information. ’ai 

comprendre si l’odeur des

, j’ai mis en évidence que l’odeur des marmottes pouvait renseigner sur le génotype des 

que l’odeur peut être impliquée dans l’évaluation du partenaire et permettre d’éviter 

intergroupes. En effet, les espèces sociales occupent généralement un territoire qu’elles 



défendent. L’hypothèse du « » indique que les membres d’un 

étrangers (i.e. des individus qu’ils n’ont jamais vu) que de leurs voisins qu’ils côtoient à 

Dans l’ , j’ai testé cette hypothèse chez la marmotte 

extérieur à la famille, qu’il soit voisin ou étranger, est considéré comme un intrus qu’il faut 

chimique dans des contextes de sélection sexuelle et d’interactions sociale
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PPARTIE 1 :
Modèle d’étude : la marmotte Alpine (Marmota marmota)





. Les marmottes sont d’abord apparues en Amérique du 

puis ont rejoint l’Eurasie à la fin du 

évidence: un premier dans l’ouest de l’Amérique du Nord, formant le sous

restreintes à l’hémisphère Nord. Les pointillés (



d’informations 

jusqu’à la 



000 m d’altitude



Chez cette espèce il n’y a pas de dimorphisme sexuel

courtes et une queue touffue, brune à l’extrémité noire

Photographie d’une marmotte adulte. 



d’un couple de dominants, d’individus subordonnés des 

et des marmottons de l’année 

moins l’un des deux dominants . L’ensemble des 

d’un groupe social partage un territoire composé d’un terrier principal, de 

ci varient assez peu d’une année à l’autre. Le terrier 

l’extérieur. Il est utilisé par le groupe familial pour dormir et hiberner, et c’est là que se fait 

dateurs qui sont l’aigle royal 

d’acquérir 

à l’âge de c’est aux alentours de 

(subordonné de la famille ou dispersant d’un autre groupe ou qu’il



une augmentation des taux d’hormones de stress 

. Des interactions affiliatives sont observées entre tous les membres d’une 

même famille, bien qu’elles soient moins fréquentes avec le mâ e dominant. A l’inverse, 

des interactions agonistiques se produisent entre les dominants d’un groupe familial et les 

, c’est dire qu’il y a un chevauchement des générations, un retard de dispe

s jouent un rôle central lors de l’hibernation en régulant la 



jusqu’au début de l'été. 

, qu’ils soient subordonnés ou 

l’accès à la dominance ou la mort, car un individu ne peut redevenir subo

l’hibernation, qui a lieu de mi Avril, et la période d’activité qui a lieu l’autre 

moitié de l’année (

sortie de l’hibernation

et à se familiariser avec l’

faveur des mâles lorsqu’il n’y a pas d’auxiliaires dans la famille, d’en avoir 

d’augmenter la survie pendant l’hibernation



pour l’ensemble des marmottes, à la recherche de nourriture jusqu'à l’entrée en 

de graisse pour survivre lors de l’hibernation

et assurer la reproduction l’année suivante



III.3.2. L’hibernation et la thermorégulation sociale

imposent d’importantes contraintes aux 

l’hibernation . Durant l’hibernation, 

l’ensemble des membres d’un groupe familial se rassemble dans une chambre du terrier 

phases d'activité peuvent durer entre 24 et 50 heures, et bien qu’elles représentent m

de 10% de la durée de l’hibernation, elles sont responsables de 85% des dépenses 

. A l’inverse, pendant les phases de 

l’hiver

jusqu’à 5°C 

d’un mâle 



, qu’ils soient sexuellement 

l’hibernation 

l’hibernation (thermorégulation sociale

ainsi d’

L’investissement des auxiliaires dans la thermorégulation sociale s’

avec leurs frères et sœurs perdent plus de poids que ceux qui n

l’inverse, la présence de femelles subordonnées a un impact négatif sur la survie des 

s pendant l’hibernation

Survie des marmottons en hiver en fonction du nombre d’auxiliaires présents 
dans le groupe familial pendant l’hibernation



nombre d’

ttons au sein d’une même portée ont alors des pères différents. Dans notre 

des marmottons sont issus d’une paternité hors

d’ajuster leur choix de partenaire lorsque 

social n’est pas optimal, 

ci n’est pas apparenté, soit avec un dispersant d’un autre territoire

qu’au sein d’une même 



Résidus du nombre d’EPY présents dans une portée en fonction de 
l’apparentement (

d’un danger. En effet, lorsqu’elles aperçoivent un danger, les marmottes se redressent et 

regardent dans sa direction. Le plus souvent il s’agit d’un prédateur ou d’un intrus 

lorsqu’il se déplace puis se mettent à courir vers un de leurs terriers lorsque celui

s’approche 



Lorsqu’un danger est détecté, les marmottes peuvent émettre des cris d’alarme pour 

Généralement un unique individu est à l’origine du cri, puis au fur et à mesure 

l’ensemble des individus (de la même famille 

es cris d’alarme de telle sorte à prévenir un grand 

d’alarme se composent généralement d’une seule note stéréotypée et modulée en 

jugales (également appelées glandes orbitales) situées de manière bilatérale entre l'œil et 

4) les marquages odorant d’individus étrangers 



se rencontrent, qu’ils soient du même territoire où de territoires voisins (rencontres aux 

d’interactions agressives entre mâles 

Cependant, des observations comportementales suggèrent qu’elles puissent être 

vidus d’un même groupe 

courant d’observer des comportements amicaux entre individus 

d’une même famille caractérisés par des contacts museau contre museau 



PPARTIE 2 :
Site d’étude et suivi de la population





′ ′

quantité de fleurs de la fin du printemps jusqu’au



d’altitude (45 ° 29’N, 6 ° 59E). Tous les territoires 



sont placés près de l’entrée des terriers principaux de chaque territoire afin d’attribuer 

Le groupe d’appartenance est 

Capture d’une marmotte avec une cage à deux portes appâtée avec du pissenlit.

l’ensemble des territoires est déployée d’émerge

l’oreille gauche pour les mâles afin de faciliter leur identification lors des observations 



d’âge (0, 1, 2 ou 3 ans et plus)

Photographie d’une marmotte Alpine femelle (barrette métallique à sa droite) 
dominante (barrette en plastique à l’oreille opposée) appartenant a



ainsi qu’un prélèvement d’échantillon

à l’aide d’un protocole particulier 

la composition en classe d’âge (marmottons, 

à l’aide de 





PPARTIE 3 :

Collecte des sécrétions odorantes et analyse en Chromatographie en 

phase Gazeuse et Spectrométrie de Masse (GCMS)





it à l’aide de 

en nitrile afin d’éviter toute contamination des 

n’émettent aucun composé chimique

nettoyée à l’éthanol pour retirer tout contaminant provenant de l’environnement.

prélèvement des sécrétions se fait après évaporation complète de l’éthanol. 

jusqu’à ce qu’une petite quantité de 

prélevée à l’aide d’un capillaire en v

aire de raser la zone de prélèvement avant le nettoyage à l’éthanol, afin 

Photographie des glandes anales d’une marmotte Alpine après 



sécrétions odorantes à l’exception que les capillaires placés dans les vials sont dépourvu

sellés par un bouchon tapissé d’une membrane en Teflon® ‐

80°C au laboratoire jusqu’à ce que les 

Juste après le retour du terrain, l’ensemble des 

Les analyses ont ensuite été réalisées dans les 6 mois afin d’éviter tout risque de 

dégradation des échantillons bien qu’ils soient conservés à l’obscurité 



choix d’une extraction au solvant qui consiste en la dissolution des composés chimiques 

qu’il est possible de recueillir. P

d’utiliser du dichlorométhane car c’est un solvant intermédiaire (ni polaire ni apolaire) 

qui a donc un fort pouvoir solubilisant pour plusieurs molécules, ce qui permet d’obtenir 

d’analyses en GCMS

Afin d’optimiser la conservation des échantillons de sécrétions odorantes, il est 

L’application de telles températures va limiter la dégradation des échantillons et 

l’évaporation des composés les plus volatiles mais également la dégradation par 

dence qu’une 

des odeurs qui n’atténu



fournir un point de référence permettant d’aligner correctement l’ensemble des 

chromatogrammes et donc d’avoir une affectation précise des différents composés d’un 

l’autre. En effet, il peut il y avoir une dérive des instruments au cours du temps 

d’identification de ces derniers. Le standard interne doit être choisi avec soin car il

2015, pour lesquels aucun standard interne n’avait été rajouté

ou proche de celui d’un

présent dans l’échant éluer avec ce dernier, c’est



Chromatogramme d’un échantillon de sécrétion de glande anale.

» de l’analyse chimique 

car c’est la méthode la plus fiable pour séparer

c’est la « », et à les faire passer à travers une colonne tapissée d’un substrat 

choisi d’ l’hélium qui est

tilisé, ainsi qu’

pouvant supporter des températures jusqu’à 325/350°C. Le choix de la colonne est 

. L’échantillon, une fois 

d’injection , est injecté dans la colonne au niveau du port d’injection qui est 

dans l’échantillon. Les composés chimiques sont ensuite portés par

courant d’hélium et entraî

En fonction de l’affinité des composés chimiques volatilisés avec le substrat de la 

la séquence d’analyse



En effet, le débit du courant d’hélium, la température d’injection et le 

programme de température appliqué lors de la séquence d’analyse peuvent être optimisés. 

d’hélium, la température d’injection et le program

trouver la combinaison optimale de ces paramètres. Nous avons choisi d’utiliser un débit 

d’hélium de 1 mL.min et une température d’injection à 300°C. Pour trouver le programme 

de température optimal, c’est gramme qui sépare au mieux l’ensemble des 

composés chimiques tout en optimisant le temps de la séquence d’analyse, nous avons 

programme de température nous a permis de bien séparer l’ensemble des composés 

augmente de +12°C/min jusqu’à 210°C, puis de +5°C/min jusqu’à 310°C, pour finir par une 

qui reste néanmoins assez long car lors de ma thèse j’ai eu près de

analyser, ce qui représente plusieurs mois d’analyse en GCMS.



» à l’inverse des «

» permettaient de contrôler l’accumulation de

qui pouvait se faire dans la colonne au fil des séquences d’analyses. En effet, ces composés 

e qu’aucun 

composé n’étaient retrouvés dans les «

pour permettre l’identification des composés 

rdés par un faisceau d’électrons. Lors de leur rencontre 

Si l’énergie cinétique des électrons est suffisante, alors un électron du faisceau 

. Chaque molécule d’un même composé chimique pouvant être bombardée 



Le couplage d’une chromatographie en phase gazeuse avec un spectromètre de 

masse permet alors d’obtenir des chromatogrammes, o

La taille des pics représente alors la quantité de composé présent dans l’échantillon.

Portion d’un chromatogramme d’un échantillon de sécrétion de glande anale. 
Le composé sélectionné est le pentadecanal que l’on peut identifier grâce à son spectre de 



pics, 2) la caractérisation et l’élimination du bruit de fond, 3) l’intégration des pics, et 4) 

l’identification qualitative des composés d'intérêt. De plus, lorsque l’on trav

plusieurs échantillons il est indispensable de vérifier l’alignement des chromatogrammes 

afin qu’il y ait une bonne correspondance entre un même composé d’un échantillon à 

l’autre. En effet, une dérive de l’appareillage peut survenir à mesure qu

d’analyse se font ce qui peut provoquer un décalage des temps de rétention des composés 

facilement repérable sur l’ensemble des chromatogrammes et permet donc d’estimer cette 

ont estimé que le traitement manuel d’un 

imprécisions sont nombreuses et il est très souvent nécessaire d’

librairies de composés d’intérêt à partir d’un ou plusieurs échantillons, ce qui est très utile 

pour identifier un même composé d’un chromatogramme à l’autre grâce à son spectre de 

l’intégration manuellement. De plus, cette librairi

l’on a une série de composés cibles que l’on veut retrouver dans l’ensemble des 

pouvoir y entrer l’ensemble des d’intérêts. 



Les composés d’intérêt 

. Les RI ont été calculés au moyen d’un 

− à 1:100 dans de l’

même programme que celui utilisé pour les échantillons. Ceci nous a permis d’obtenir les 

composés d’intérêt Pour identifier les composés d’intérêt, 

le spectre de masse est la principale source d’information. Sur le spectre de masse, chaque 

pic représente un fragment de la molécule d’intérêt et ces fragments dérivent de l’ion 

»). L’ion moléculaire n’est autre que la molécule dans son 

passée à travers le bombardement d’électrons. Cet ion moléculaire 

t, l’ion moléculaire étant rarement présent et pouvant être identique pour deux 

l’acide 

c’est l’ensemble du spectre de masse (mélange complexe de taille 

de fragment d’ion

l’identification du 

) pour l’identification des 

composés d’intérêt (NIST Chemistry WebBook, 

colonne utilisée lors de l’analyse en GCMS.



». C’est pourquoi 

tentative d’identification ». En effet, l’unique façon d’être 

sûr de l’identification d’un composé serait de comparer

coûteuse qui nécessite souvent la synthèse des composés d’intérêt ou leur achat s’ils sont 
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CCOMMUNICATION CHIMIQUE
&

SELECTION SEXUELLE
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“field control samples” (i.e. with solvent but without marmot secretions) were collected 

–

samples (including “field 

control samples”) to 0.3 mL inserts in new, clean vials. We used an interfaced Hewlett





“ade4” (Dray & Dufour, 2007) and “adegraphics” pa

principal components analysis, the “vegan” package (

2018) for PERMANOVAs and the “MASS” package (
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*‡

*‡
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*‡

*†

*‡

*‡

*‡

*‡

*†

*†

(proxy of the contribution to the discriminant function); and RI calculated, Kovats’ retention index 
–

absolute value). †Compounds characterized sexually mature individuals. ‡Compounds characterized 
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random mating according to the “genetic compatibility” hypothesis. Females 

sexually mature Alpine marmots and combined “gas chromatography and mass 

spectrometry” data with genetic data to test whether anal gland secretion car

–
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First, according to the “good genes” hypothesis, females are expected to prefer 

ccording to the “genetic compatibility” 



up (the “odour genes covariance”, 



visual and acoustic cues are used to evaluate individual’s gen

individual’s genetic make







MS analysis. In addition, several “field control samples” (i.e. with 

–



data using the “ ” function in R v. 3.4.3 

“constant sum constraint” to 1 or 100% 



–

opulation’s genetic composition, we decided to add 



, with “ade4” for PCIAs and PROTEST tests (

, and the “vegan” package for PCoAs (
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–

–

–
Sexual selection and cues for female choice in leks of Jackson’s 

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–



–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–



The “secret” in secretions: methodological considerations in deciphering 
–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–



–

–

–

–

–

–

–

–

–
Kamiya T, O’Dwyer K, Westerdahl H, Senior A, Nakagawa S. 201

–

–

–

–

–



‘Good genes as heterozygosity’: the 

–

–

–

–

–

–

–

–
Épreuves de validation dans l’analyse 

de structures génétiques multivariées : comment tester l’équilibre panmictique ? 
–

–

–

–

–

–

–



–

–

O’Hara RB, Simpson GL, Solymos P, Stevens MHH, Szoecs E, Wagner H. 2018.

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–



–

–

–

–

–

–

–

–

–
Sun L, Müller‐Schwarze D. 1998.

–

–
–

based “recognition” mechan
–

–



–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–









marmot’s families.





on the intruder’s social status. These adjustment of behaviours presupposes a capacity 
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of threat an intruder represents. The perceived threat can depend on the intruder’s 

2018; McGregor & Bee, 2018; Radford & Christensen, 2018). But if the intruders’ 

characteristics are of crucial importance, the territory owners’ characteristics (e.g. sex, 



response of an individual according to the intruders’ social status (Christensen & 





Test of the “dear enemy phenomenon” (stranger 
= no significant difference in the interest towards the stranger's and neighbour’s scents 

(no differences), or higher interest towards the neighbour’s scent (“nasty neighbour phenomenon”). The 

Test of the “dear enemy phenomenon” (stranger 
= no significant difference in the aggressivity towards the stranger's and neighbour’s 

ivity towards the neighbour’s scent (“nasty neighbour 
phenomenon”). The measured signs of aggressivity most generally involve scent over



behaviours according to intruders’ geographic origin (i.e
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“stranger neighbour” (N = 41), “stranger control” (N = 53) and “neighbour control” 

toward “strangers” (i.e. tubes scent

the focal individual) than towards “neighbours” (i.e. 

boundary with the focal individual). Dominants’ scent

subordinates’ ones because neighbour 



marked tubes against “control” tubes without marmot scent) 

tal setting called “dominant subordinate” 



Since receivers’ characteristics (e.g. sex) matter (Christensen & Radford, 

towards new objects, “stranger control” and “neighbour control” trials w

was different for “stranger” and for “neighbour” tubes than for “control” 

stranger scents than neighbour scents, “stranger neighbour” trials were considered. 

for “stranger” than for “neighbour” scents. Finally, to determine whether aggressivity 

towards subordinate scents than dominant scents was different, “subo

dominant” trials were considered. Again, three two

used and we tested whether the behavioural response differed for “subordinate” than for 

“dominant” scents. In our study, all dominants smelled at least one glas



. Several “field control samples” (



peak area into a percentage of the sum of all compounds’ area to obtain the relative 

, 2013), and took the square



All statistical analyses were conducted in R v. 3.4.3 (R Core Team 2017) with “ade4” 

(Dray & Dufour, 2007) and ‘adegraphics’ p

“vegan” package (adonis function, Oksanen 

“MASS” package (lda function, Venables & Ripley, 2002) for the LDA.

laboratory “Biométrie et Biologie Evolutive” is authorized to use animals in research 



 



Over the 143 trials conducted, 127 concerned the dear enemy test (53 “stranger control” 

experiments, 33 “neighbour control” experiments, 41 “stranger neighbour” 

experiments) and 16 “subordinate dominant” tests. Eighty

(“stranger control”: mean difference = value = 0.64, N = 22; “neighbour 

control”: mean difference = 0.17, V = 55, p

(“stranger control”: mean difference = 0.36, V = 115.5, p value = 0.71, N = 22, “neighbour 

control”: mean difference = 0.17, V = 55, p



modalities (“stranger control”, “neighbour control” and “stranger neighbour”).



male and female dominant Alpine marmots for the “subordinate vs dominant” 

A total of 28 chemical compounds were detected in 43 individual’s orbital secretions 







difference of behaviours in response to male dominants’ and 

subordinates’ scents. Although the analysis comparing behaviours towards the scents of 

ly represent different levels of threat to a dominant’s tenure in marmots although no 



Alpine marmots about the males’ social status. Therefore

on in mammals’ odorant 



only to dominants’ tenure. The consequence of an intrusion by a male, as simulated in our 

neighbours’ pups. Such threats could explain why despite their tenure not being at stake, 

owners’ behaviours (McGregor & Bee, 2018; Radford & Christensen, 2018). Although 
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L’objectif de cette thèse était d’étudier le rôle de la communication chimique dans 

). Dans une première partie, j’ai mis 

d’orienter

(c’est

Dans une deuxième partie, j’ai montré que 

glandes anales peuvent informer sur l’apparentement des individus mais 

des signaux efficaces pour l’évaluation 

. Dans une dernière partie, j’ai pu mettre en évidence 

des intrus, qu’ils soient 

dominants n’étaient pas plus agressifs envers les individus subordonnés intrus 



Dans l’ de ma thèse j’ai mis en évidence que les sécrétions de

ture. En effet, il a été démontré que l’odeur peut 

, l’

outre d’Europe (

’ L’odeur 

Au travers de mes différents résultats de thèse j’ai également mis en évidence que 

d’autres espèces (e.g. 

Cependant, bien qu’il 

semblent pas discriminer le statut social des odeurs d’individus intrus qu’on leur présente 

). Ceci peut s’expliquer par le fait que l’information existe mais qu’elle n’est pas 

s ne l’utilisent pas car subordonné ou 



source d’odeurs pour des contextes différents

Au vu de ces résultats, je pense qu’il serait intéressant de regarder si ces 

d’odeurs 

d’autres espèces de rongeurs, le 

d’une m

l’échidné (

d’odeurs 

Ainsi, l’



possède l’é

, bien que chacune d’entre elle possède une composition chimique qui lui est 

Je possède d’ors et déjà les données chimiques pour les sécrétions des glandes anales et jugales, et 

chimiques des sécrétions des glandes jugales, en plus d’informer sur le statut social, sont 

différentes entre sexes, mais que l’int n’est pas 

t qu’elle

elles. Cela permettrait également d’avoir une meilleure compréh





Dans l’ de ma thèse j’ai mis en évidence que les sécrétions de

la distance chimique et la distance génétique est également retrouvée chez d’autres 

& Müller‐Schwarze, 1998a)

en évidence que l’odeur contenait des informations sur le génotype des individus 

ma connaissance, c’est la première fois qu’il est montré que l’odeur renseigne sur 

gère qu’elle pourrait avoir un rôle autre que 

l’évitement des apparentés lors du choix de partenaire (

présente tout au long de l’an

d’apparentement



sociaux et leur stabilisation dans le temps. Chez la marmotte Alpine, n’importe quel 

), ce qui signifierait que l’information d’intérêt dans ce contexte de défense du 

territoire serait plutôt la reconnaissance d’individu étranger à la famille. On pourrait donc 

s’attendre à ce que

l’odeur pouvait 

er sur le groupe d’appartenance des individus (Sun & Müller‐Schwarze, 1998b)

elles réellement capables d’identifier les individus 

de répondre à cette question j’ai 

réalisé des expériences comportementales en présentant une odeur d’un individu familier 

e odeur d’un

ont d’ores et Je m’attends à ce que 

Chez la marmotte Alpine les membres d’un groupe familial sont généralement 

apparentés, exception faite lorsqu’il y a un changement de dominant. Mais alors, 

ndividus, il est possible que l’odeur ait une signature familiale reconnaissable 

par l’ensemble du groupe social. Par exemple, chez le castor du Canada (

), l’odeur des glandes anales peut à la fois contenir des informations sur la 

mais aussi sur le groupe d’appartenance des individus (Sun & Müller‐Schwarze, 

’



Des odeurs sociales d’origine bactérienne? 

s d’odeur

l’h

L’hypothèse de la fermentation stipule que les communautés bactériennes peuvent 

influencer l’odeur de leur hôte en produisant directement des composés chimiques ou en 

produits par l’hôte. En effet, l

’H

’

’

entre membres d’un même groupe social qu’entre 

membres de groupes différents. En effet, les membres d’un même groupe social partagent 

bactériennes, expliquant ainsi que des individus d’un même groupe social aient des 

communautés bactériennes plus similaires qu’entre individus de groupes voisins 



familiales susceptibles d’intervenir lors des interactions sociales. En effet, de récentes 

permettrait de comprendre l’origine de la signature chimique familiale qui semble exister 

Pour cela j’ai échantillonné les sécrétions de glandes anales de l’ensemble des 

marmottes Alpine capturées en 2017. Je possède d’ores et déjà les données de compositions 

encore en cours d’analyse.

I.3. Odeurs et Complexe Majeur d’Histocompatibilité

Dans l’ de ma thèse je n’ai pas ré

chimique du génotype au CMH chez la marmotte Alpine bien qu’il semblerait que les 

oiseaux, les lézards et les primates, y compris les humains, préfèrent l’odeur d’individus 

. Bien que peu d’études n’aient mis 



s’attendre à retrouver ce même patron chez la marmotte Alpine. Cette absence de 

résultat pourrait être due à notre faible taille d’échantillon (N=23). Il serait 

d’augmenter cette taille d’écha

l’information soit contenue dans une autre source d’odeur, d’où la nécessité d’étudier les 

bactéries). Plusieurs hypothèses ont alors été suggérées pour tenter d’expliquer l’influence 

des gènes du CMH sur l’odeur 

la communauté bactérienne selon l’hypothèse de la 

L’hypothèse de la microflore précise que les gènes du CMH 



d’un individu peuvent modifier son odeur en formant des populations de 

Le CMH de classe II attire alors particulièrement l’attention. En effet, chez de 

des oiseaux marins ont mis pour la première fois en évidence qu’il existait 

de sources d’odeur (chez l’o

. Il est alors possible que la technique d’extraction par solvant, 

’avoir l’intégralité de la composition chimique des sécrétions. En effet, bien 

que l’extraction au solvant soit la méthode la plus couramment utilisée, elle ne permet pas 



d’extraire les composés les plus volatiles potentiellement déjà diffusés dans l’air a

étant donné qu’il 

n’existe pas de solvant universel (ou de mélange de solvants) capable d’extraire la totalité 

, l’extraction par solvant entraîne inévitablement une 

. Néanmoins, l’extraction par solvant permet généralement d’obtenir 

bactérienne serait alors de coupler cette technique d’extraction par solvant avec une 

. En effet, utiliser une fibre SPME permettrait d’extraire les composés les plus 

solvant, mais permettrait également d’obtenir des profils chimiques moins complexes 

peuvent être polaires ou apolaires en fonction du type d’atome 

molécule sera apolaire. A l’inverse, si la nature des atomes provoque une répartition des électrons qui n’est 
pas uniforme, c’est dire que la présence d’un atome plus électronégatif attire les électrons vers lui, alors la 
molécule sera polaire. C’est donc la nature, et par conséquent  l'électronégativité des atomes qui composent 



Cependant, l’environnement de laboratoire 

l’application à la théorie de l’évolution et à l’histoire naturelle de l’espèce

n’avaient encore jamais été testés sur le terrain ou qui, lorsqu’ils 

n’étayaient jusqu’alors 

d’excellentes 

, mais que la réalisation d’études en milieu 

que l’on pourrait avoir 

issus d’ Lors de ma thèse j’ai étudié une 

es Alpines ce qui me permet d’avoir des résultats 

représentatifs de ce qu’il se passe réellement en milieu naturel. En effet, les populations 

période d’activité 



chez ces espèces (seulement 6 mois de l’année), les jeunes n’ont généralement pas le temps 

d’acquérir assez de ressource

de leur vie (scénario d’évolution de la socialité chez le genre 

lors de la période d’hibernation 

climatique, c’est dire l’apparition d’hivers 

e l’épaisseur de neige qui altère l'isolation des terriers, 

on pourrait s’a

d’un coût à la dispersion plus faible, et par conséquent s’attendre à une 

devenir plus fréquents avec des niveaux d’agressivité plus forts

modification de l’organisation sociale chez la marmotte Alpine que semble provoquer le 



II.2.1. L’hypothèse de la complexité sociale pour la communication

L’hypothèse de la complexité sociale pour la communication établie que 

à l’évolution de la complexité de la communication. En 

d’autres termes,

l’importance du nombre et du type d’interaction



. D’abord, les 

du répertoire des cris d’alarme, alors que la taille du groupe social prédit la signature 

individuelle des cris d’alarme 

démographiques et complexité des cris d’alarme

qu’il pourrait il y avoir entre la complexité sociale (dans leur étude, la complexité des rôles 

tatut de l’individu dans une société donnée

d’alarme car il est connu que certaines espèces sociales utilisent plusieu

d’alarme différents pour communiquer aux autres membres du groupe soit la présence 

d’un certain type de prédateurs (e.g. 



d’alarme. Une augmentation du nombre de rôles 

ature individuelle des cris d’alarme

d’alarme avec la taille des

individuelle des cris d’alarme. La taille du groupe expliquerait donc cette forte variation 

trouvée entre les cris d’alarme d’individus différents (i.e. signature de l’individu) et 

de la marmotte Alpine en diminuant la taille des groupes sociaux et en favorisant l’accès 

angement climatique provoque dans l’avenir une 

plus petits, il ne sera donc plus nécessaire d’avoir un large panel de signatures 

des marmottes Alpines. De plus, l’accès à la reproduction étant 

favorisée, on pourrait s’attendre à ce qu’il n’y ait plus de bénéfices pour les subordonnés 

, mais plus nombreux, jusqu’à ce qu’ils ne soient composés plus que d’un couple 

de reproducteurs et de leurs petits de l’année. Le nombre de 

pourrait alors diminuer car il n’y aurait plus de non



changement climatique, en affectant l’organisation sociale des marmottes Alpines, 

, pourtant l’étude 

communication multimodale n’a commencé à voir le jour que récemment 

communication soit pour augmenter la clarté du message émis par l’utilisati

redondants, soit pour augmenter la précision de l’information transmise (e.g. 

L’utilisation d’une communicatio

climatique, tout comme l’urbanisation, provoque des modifications rapides de 

l’environnement ce qui peut perturber la transmission des

température, le vent ou encore l’humidité. En effet, des 

l’accès aux ressources indiquées par ces sentiers 



Ces modifications de l’env

sensoriels lorsqu’un canal est trop bruyant («

fond dans l’environnement. 

l’environnement qui pourraient perturber la transmission des signaux.

Dans le contexte actuel de changement globaux, il s’avère être primordial d’étudier 

et les perturbations anthropiques telles que l’urbanisation ou encore la pollution) en 

ifférents canaux de communication et même influencer l’évolution et 

l’utilisation de la communication multimodale il est nécessaire de réaliser des études sur 
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Reproductive isolation maintains distinct genotypes, 
phenotypes and chemical signatures in mixed 
colonies of the two European Calonectris shearwaters 
(Procellariiformes: Procellariidae)
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Reproductive isolation of avian species often extensively relies on mate choice. Several bird species have recently 
been shown to use chemical cues in mate choice, in addition to the well-studied visual and acoustic signals. The two 
former European subspecies of Cory’s shearwater have been recently afforded species status as Calonectris borealis 
and C. diomedea, but their level of reproductive isolation has not fully been evaluated and one previous study sug-
gested that their nuclear genome is undifferentiated. The species differ in chemical labels (volatile compounds in 
uropygial gland secretions) in allopatry, but whether these differences are maintained in sympatry or not remains 
unclear. We sampled both species in a mixed colony in the Chafarinas Islands in order to test whether their nuclear 
genomes are truly undifferentiated and to study their level of reproductive isolation in sympatry. We also tested 
whether the chemical differences in uropygial secretions observed in allopatric populations are maintained in sym-
patry or not. We established a clear divergence in nuclear genome between these species, suggesting efficient repro-
ductive isolation mechanisms, and found evidence for assortative mating. We also found that chemical labels remain 
distinct in sympatry, suggesting their divergence is not purely due to environmental effects.

ADDITIONAL KEYWORDS: assortative mating – hybridization – introgression – mate choice – odour cues – 
Procellariiform seabirds – species recognition – sympatry – uropygial secretion.

INTRODUCTION

Speciation requires the evolution of efficient mecha-
nisms of pre- or post-mating reproductive isolation. In 
animals, pre-mating isolation often relies on species-
recognition systems which determine mate choice and 
are essential to maintain species boundaries (Panhuis 
et al., 2001). Species recognition and mate choice are 

based on phenotypic cues such as morphology, acous-
tics, odours or behaviour and often rely on several 
cues at a time to increase their efficiency (Candolin, 
2003). In many bird species, for example, courtship 
displays that form the basis of mate choice associ-
ate acoustic and visual cues (Price, 2008). While the 
role of acoustic and visual cues in avian mate choice 
and pre-mating isolation is well established (Baker & 
Baker, 1990; Grant & Grant, 1997; Price, 2008), chem-
ical communication has long been neglected in birds, *Corresponding author. E-mail: timothee.zidat@univ-lyon1.fr
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although it is common in other groups of vertebrates 
(Taga & Bassler, 2003; Fatouros et al., 2005; Smadja 
& Butlin, 2009; Martín & López, 2014).

Birds appear to employ olfactory cues in individual 
recognition and mate choice more widely than previ-
ously thought. In birds, many chemical substances 
are produced by the uropygial gland located at the 
dorsal base of the tail (Jacob & Ziswiler, 1982). These 
chemical substances establish a bird’s ‘personal odour’ 
(Bonadonna et al., 2007; Karlsson et al., 2010; Mardon 
et al., 2010; Mardon, Saunders & Bonadonna, 2011; 
Leclaire et al., 2011), allowing individual recogni-
tion and kin recognition (Bonadonna & Nevitt, 2004; 
Mardon & Bonadonna, 2009; Coffin, Watters & Mateo, 
2011; Bonadonna & Sanz-Aguilar, 2012), and they 
influence social interactions, including mate choice, 
in several species (Amo et al., 2012; Bonadonna & 
Mardon, 2013; Caro, Balthazart & Bonadonna, 2015; 
Krause et al., 2014; Wyatt, 2014). In addition, the 
abundance and diversity of these olfactory substances 
vary between populations (Whittaker et al., 2010), spe-
cies (Bonadonna & Mardon, 2010; Soini et al., 2013; 
Zhang, Du & Zhang, 2013; Gabirot et al., 2016), sexes 
(Mardon et al., 2010; Whittaker et al., 2010; Leclaire 
et al., 2011) and with relatedness among conspecifics 
(Leclaire et al., 2012).

Seabirds of the order Procellariiformes (albatrosses, 
shearwaters and petrels) are one of the best models to 
explore olfactory species recognition and mate choice 
in birds because they have a highly developed olfactory 
system (Cobb, 1968) and use smell in a number of dif-
ferent behaviours, including food finding, nest recogni-
tion, homing and individual recognition (Bonadonna 
& Nevitt, 2004; Bonadonna & Mardon, 2010; Mardon 
et al., 2010; Gagliardo et al., 2013; Dell’Ariccia et al., 
2014). Many of the smaller species of Procellariiformes 
share very similar plumage and size, and are noctur-
nal at the colony, making it unlikely that visual cues 
play a significant role in species-recognition (Brooke, 
1989; Martin & Brooke, 1991; Mougin, 2000; Bried 
et al., 2010; Nava et al., 2014). Most of these spe-
cies differ in vocalization, but play-back experiments 
suggest that species-recognition based on acoustics 
alone is incomplete (Mougeot & Bretagnolle, 2000). 
Bonadonna & Mardon (2010) showed that blue pet-
rels Halobaena caerulea (Gmelin, 1789) can discrimi-
nate between odours of conspecifics and odours of the 
sympatrically breeding Antarctic prions Pachyptila 
desolata (Gmelin, 1789), preferring their own species. 
Petrels’ sense of smell may thus play a role in pre-mat-
ing barriers, opening up the possibility of a ‘speciation 
by smell’ mediated by a divergence in the uropygial 
secretions’ composition (Bonadonna & Mardon, 2010; 
Zhang et al., 2013; Gabirot et al., 2016).

Among Procellariiformes, Cory’s Calonectris borea-
lis (Cory, 1881) and Scopoli’s C. diomedea (Scopoli, 

1769) shearwater have long been regarded as con-
specific, but they have been recently elevated to spe-
cies rank (Sangster et al., 2012; Gill & Donsker, 2014; 
BirdLife International, 2015). They are very similar 
but, despite their geographical proximity, they differ 
slightly in size (C. borealis being larger, Granadeiro, 
1993), and have distinctly different mating calls 
(Bretagnolle & Lequette, 1990) and diagnostic mito-
chondrial haplotypes (Gómez-Díaz et al., 2006; Gómez-
Díaz, González-Solís & Peinado, 2009); minor plumage 
differences also exist (Gutierrez, 1998). During the 
breeding season, they have a mostly allopatric range 
(Atlantic for C. borealis, Mediterranean for C. diome-
dea), but are locally sympatric in the westernmost 
Mediterranean Basin, where at least one C. borealis 
colony and one mixed colony are known (Gómez-Díaz 
et al., 2006; Navarro et al., 2009). In spite of this, no 
empirical evaluation of their level of reproductive iso-
lation has been performed so far to test their biological 
species status. In addition, Genovart et al. (2013) sug-
gested that no nuclear differentiation exists between 
the two species as they found no divergence in micro-
satellite markers. This result is surprising given the 
fact that many of the differences outlined above cer-
tainly have a genetic basis, and is partly contradicted 
by Munilla et al. (2016) who identified two main 
genetic clusters on microsatellite genotypes, corre-
sponding to the Atlantic and Mediterranean taxa, but 
with incomplete separation between the two. In addi-
tion, Gabirot et al. (2016) showed a different composi-
tion in uropygial gland secretions between C. borealis 
sampled in the Atlantic Ocean and C. diomedea sam-
pled in the Mediterranean Sea. However, their study 
could not ascertain whether this divergence in chemi-
cal labels was due to environmental factors (e.g. dif-
ferent diet or nesting areas) or to genetics.

For the present study, we sampled uropygial 
gland secretion, DNA and morphometric measures 
in C. borealis and C. diomedea in the only known 
colony where the two species nest in sympatry, the 
Chafarinas Islands. We included individuals breed-
ing in two allopatric colonies for comparison. Our 
objectives were (1) to establish a diagnostic nuclear 
genetic signature of the Atlantic and Mediterranean 
taxa, using more microsatellite loci (13 loci) than 
Genovart et al. (2013, 6 loci) and Munilla et al. (2016, 
10 loci). If we found genetic differences between 
these species, we would use their distinct genetic 
background to (2) study their level of reproductive 
isolation in sympatry and directly assess their spe-
cies status. Finally, (3) we aimed to test whether the 
differences in composition of uropygial gland secre-
tions observed in allopatric populations are main-
tained in sympatry, suggesting a genetic basis for 
odour specific differences previously reported from 
allopatric populations.
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MATERIAL AND METHODS

STUDY SPECIES AND SAMPLING

We collected blood samples, uropygial gland secre-
tions and seven morphometric measures: beak length 
(method 1 and 2), maximum beak depth, beak depth 
at nostril and at gonys (see Fig. 1 for an illustration of 
beak measures), tarsus length and wing length, from 
adult Cory’s shearwater (C. borealis) in the colony on 
Selvagem Grande (Salvage Islands, Portugal: 30°09′N, 
15°52′W, June/July 2012) and Scopoli’s shearwa-
ter (C. diomedea) on Linosa Island (Italy: 35°52′N, 
12°52′E, June/July 2011). We sampled both species on 
the Chafarinas Islands (Spain: 35°11′N, 2°25′W, June 
2013) where they breed in sympatry. The same experi-
menter (GDA) took all biometric measurements in the 
three colonies. Numbers of sampled individuals for 
each species are summarized in Table 1. All data are 
available on request from the corresponding author.

GENETIC ANALYSES

We extracted DNA from blood with the DNeasy Blood 
and Tissue kit following the manufacturer’s recom-
mended procedures (Qiagen) and we genetically 
sexed the sampled individuals using the method of 
Fridolfsson & Ellegren (1999). Every time we detected 
a discordance between mtDNA haplotype and micro-
satellite genotype, or between genetics and morpho-
metric identification (see below), the DNA from the 
corresponding individual was re-extracted and the gen-
otyping repeated on the new extraction to remove the 
risk of contamination or sample swapping in the lab.

Microsatellite genotyping
We used a set of 13 microsatellite loci, eight of them 
specifically developed for C. diomedea by Bried et al. 
(2008) and five developed for Puffinus yelkouan by 
Gonzalez et al. (2009). Amplifications were performed 
in six multiplex sets and are presented in Supporting 
Information (Table S1). We amplified DNA frag-
ments in a total volume of 10 µL with 0.2 µM of each 
primer, 5 µL of QIAGEN multiplex PCR kit and 1 µL 
of DNA solution. We ran PCRs on a Mastercycleur 
EPgradientS Eppendorf under the following thermo-
cycling conditions: one activation step at 95 °C for 
15 min followed by 30 cycles of denaturation at 94 °C 
for 30 s, annealing at 50 °C, 58 °C or 60 °C for 90 s, 
elongation at 72 °C for 60 s and a final extension at 
60 °C for 30 min (adapted from Bried et al., 2008). 
Specific annealing temperatures for each multiplex 
set are provided in Supporting Information (Table S1). 
We checked the amplification results by loading 4 µL of 
product in a 3% agarose gel and adjusted the dilution 
of the PCR products for sequencing based on visual 
evaluation of PCR product concentration on the gel. 
We added 1–2 µL of the diluted PCR products (1/30 
to 1/300) to 15 µL of deionized formamide and 0.2 µL 
GeneScan-500 LIZ size standard (Applied Biosystems 
Inc., Foster City, CA, USA). PCR products were sepa-
rated with a 24-capillary ABI3500xL Genetic Analyser 

Figure 1. Landmarks used for beak measurements. (A–B): 
beak length (method 1); (A–C): beak length (method 2); 
(A–D): maximum beak depth; (E–F): beak depth at gonys; 
(G–H): beak depth at nostrils.

Table 1. Number of individuals sampled from each colony by species and sex for morphometric measurements, blood and 
uropygial secretion samples

Breeding colony Selvagem Chafarinas Linosa

Year sampled 2012 2013 2011

Species C. borealis C. borealis C. diomedea C. diomedea

Sex Male Female Male Female Male Female Male Female

Morphometry 7 5 5 7 17 10 15 21
Blood 28 14 5 7 17 10 20 22
Uropygial secretion 8 8 5 7 17 10 6 6
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(Applied Biosystems) in the Labex CEMEB facilities 
(Montpellier, France) using POP-7 polymer and the 
manufacturer’s default electrophoresis run settings. 
Finally, data analysis and genotyping were performed 
with GeneMapper software (Applied Biosystems).

For each locus and population, we used MICRO-
CHECKER v2.2.3 (van Oosterhout et al., 2006) to 
detect null alleles. Linkage disequilibrium among all 
pairs of loci was tested with GENETIX v4.05 (Belkhir 
et al., 1996) by permutation tests based on 1000 per-
mutations, for the two pure populations only. We also 
computed the expected and observed heterozygosity, 
the deviation from Hardy–Weinberg (HW) equilib-
rium estimated as Wright’s inbreeding coefficient (FIS; 
whose significance was tested by mean of 1000 per-
mutations) with GENETIX. For all these analyses, 
Chafarinas’ samples were separated into two popula-
tions on the basis of the assignation obtained from the 
factorial correspondence analysis (FCA, see below) as 
mixing the two species in one single population would 
create deviation from HW equilibrium because they do 
not mate at random (see below).

Mitochondrial DNA sequencing
We amplified a 358 bp fragment of domain I of the 
mitochondrial control region using the primers CAL1L 
(5′-GGTCCTGAAGCTAGTAATAC-3′) and CAL4H 
(5′-CATCCCATCCAACTTAAG-3′) and the protocol 
of Gómez-Díaz et al. (2006). The PCR products of all 
sympatric individuals and 18 birds of each allopat-
ric population were sequenced by Eurofins MWG 
Operon sequencing services (Ebersberg, Germany). We 
aligned the sequences using CodonCode Aligner v.4.2.7 
software.

DIFFERENTIATION

We tested for genetic differentiation between popu-
lations by computing pairwise FST values (as θ, Weir 
& Cockerham, 1984) and their significance using 
GENETIX; significance was assessed by 1000 permu-
tations of the individuals among populations. Based 
on microsatellite data only, we visualized the patterns 
of differentiation by FCA on individual multilocus 
genotypes as computed by GENETIX. We constructed 
a phylogenetic tree of mtDNA haplotypes by maxi-
mum likelihood with MEGA v.6 (Tamura et al., 2013) 
using pairwise deletion and default options for the 
substitution model.

We performed assignation analyses using the 
Bayesian clustering method implemented in 
STRUCTURE v.2.3 (Pritchard, Stephens & Donnelly, 
2000). The results were computed from 1 × 106 itera-
tions after 1 × 105 steps of burn-in. We conducted 10 
independent replicates of the Markov chain Monte 

Carlo for a number of populations varying from K = 1 
to K = 5. We applied the Evanno method (Evanno, 
Regnaut & Goudet, 2005) to select the appropriate 
K-value using the web-based program STRUCTURE 
HARVESTER v0.6.92 (Earl & von Holdt, 2012). 
Results were averaged across runs using CLUMPP 
v1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg, 2007). To estimate 
introgression between the two species in sympa-
try, we set K = 2 and tested for difference in the 
mean assignment probability to the two species (q, 
calculated from the mean of the 10 runs) between 
allopatric and sympatric populations through a 
Kruskal–Wallis analysis performed in R 3.2.1 (R 
Core Team, 2015).

DETECTION OF RECENT HYBRIDIZATION

We tested whether f irst-generation hybrids 
were present in the Chafarinas Islands by using 
NEWHYBRIDS v.1.1 (Anderson & Thompson, 2002) 
with 250 000 sweeps along the Markov chain after 
a burn-in of 104 iterations. All Selvagem and Linosa 
individuals were included as pure species 1 and pure 
species 2, respectively, and we estimated the poste-
rior probability (PP) for each Chafarinas individual 
to belong to one of the following classes: pure species 
1, pure species 2 or F1 hybrid. To test the power of 
NEWHYBRIDS to identify hybrids, given the level of 
differentiation we found between the two species, we 
simulated 100 virtual F1 hybrids using HYBRIDLAB 
v.1.0 (Nielsen, Bach & Kotlicki, 2006) and analysed 
them with NEWHYBRIDS using the same options as 
previously. Because of the low divergence between the 
species and based on the results of HYBRIDLAB, we 
did not attempt to identify backcrosses.

BIOMETRIC ANALYSIS

We performed a principal component analysis (PCA) to 
assess the level of variation in morphometry between 
and within the two species. Because of sexual size 
dimorphism in these species, we analysed males and 
females separately. In the PCA, we included the fol-
lowing measures: maximum beak depth, tarsus length 
and wing length. Beak length (method 1 and 2), beak 
depth at nostril and at gonys were not included in the 
PCA because they were not collected in all colonies. 
The PCA was performed in R 3.2.1 with the ade4 and 
rgl packages (R Core Team, 2015).

CHEMICAL ANALYSIS

Sampling procedure
We collected preen gland contents by gently squeez-
ing the area around the gland by hand using clean 
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nitrile gloves, until a small amount of waxy secre-
tion was discharged (see details in Mardon et al., 
2010). The secretion was then taken with a 100 μL 
glass capillary (Hirschmann). The end of the cap-
illary containing the substance was placed into a 
small opaque empty chromatographic vial (Sigma-
Aldrich) closed, sealed with a Teflon faced septum 
and stored at –20 °C in the field and laboratory 
until extraction.

Sample preparation and extraction
To extract and analyse the volatile compounds, 
we used the protocol established by Gabirot et al. 
(2016). Briefly, we added 1 mL of a 1:3 mixture of 
dichloromethane (distilled HPLC grade, 99.9%) 
and n-hexane (distilled AR grade, 99.0%). The mix-
ture of solvent and uropygial secretion was filtered 
through a Pasteur pipette filled with a glass wool plug 
to remove out impurities (dust, feather debris) and 
concentrated by passing a stream of nitrogen gas to 
maximize the detection of molecules and/or peak area. 
We added 5 µL of an internal standard: a solution of 
biphenyl (MW = 154.21 g/mol, 99.5%) in a 1:3 mixture 
of dichloromethane–n-hexane at 0.1 mg/mL. We also 
prepared blank samples (i.e. controls), which we ran 
every 10 samples within our samples, containing only 
solvent and internal standard, with the same protocol 
of preparation and extraction as for samples contain-
ing secretion. Controls served to account for potential 
noise from the sampling procedure, the extraction pro-
tocol and the instrument drift over time. All samples 
were analysed using the GCMS method as detailed in 
Gabirot et al. (2016).

Chromatographic data processing
Tentative identification of all analytes of interest was 
performed by cross-checking the best matches obtained 
from the NIST Mass Spectral Search Program v2.0 
(Faircom Corp) and Wiley Registry of Mass Spectral 
Data, with the calculated retention index (RI) of the 
analytes. Calculated RIs were obtained by calibrat-
ing the GCMS Solution software with the retention 
times of various linear alkanes from C8 to C26 (n = 19), 
run under identical gas chromatographic conditions. 
We used a mixture of C8–C20 alkanes from the stand-
ard solution Fluka Analytical (Sigma Aldrich) and 
of C16–C44 alkanes from the ASTM D5442 C16-C44 
Qualitative Retention Time Mix (Supelco). For quanti-
tative analyses, standardization across the peak areas 
of the internal standard (biphenyl, RT = 26.70 min, 
RI = 1385) was used to account for variations in the 
GC-MS instrument response (see below). Note that 
there is no way to be absolutely sure of the identifica-
tion without comparing their fragmentation patterns 

and retention time with those of authentic standards 
(synthetic commercial compounds), which is impossi-
ble when we have a lot of chemicals some of which are 
not even available for purchase and would need to be 
synthesized.

Data pre-treatment, resemblance measure and 
ordination
We retained 17 volatile components whose tenta-
tive identification was obtained using the procedure 
described earlier (Table 2). These main analytes dis-
played the largest peak areas (on average) in the 
chromatogram profiles in at least one population or 
species, between the range of decane (RT = 14.01 min, 
RI = 1000) to methyl-pentacosane (RT = 48.67 min, 
RI = 2552) and were approved after checking for any 
redundancy and/or poor separation quality and exog-
enous components (e.g. pollution such as benzene 
derivatives). Each of these target compounds was then 
researched and quantified in each sample chromato-
gram resulting in an output table containing the areas 
of the peak for all 17 components for each individual 
sample.

We standardized peak areas for each analyte twice 
(see Mardon et al., 2010). The first standardization 
was carried out with the internal standard (biphenyl, 
RT = 26.34, RI = 1367) to remove the variation in the 
instrument response between samples; the second 
using one of the highest peaks in all samples (methyl-
pentacosane, RT = 48.36, RI = 2552) to account for the 
total amount of secretion, which varied among sam-
ples. Standardized data were then square root trans-
formed to reduce the influence of the most abundant 
analytes on the analysis (Clarke & Warwick, 2001). 
We calculated Euclidean distances between every 
pair of samples to produce a resemblance matrix. We 
performed a principal coordinates analysis (PCO) 
based on the Euclidean resemblance matrix (Gower, 
1966) to visualize the patterns of differences in the 
multivariate chemical structure among samples 
(see Mardon et al., 2010). We carried out all statisti-
cal analyses using the computer program PRIMER 
V6.1.12 (Clarke & Gorley, 2006) supplemented by the 
PERMANOVA+ V1.0.2 package (Anderson, Gorley & 
Clarke, 2008).

Volatile compound comparisons
We first investigated the variation of compound pro-
files from all populations corresponding to Linosa, 
Selvagem, Chafarinas C. diomedea and Chafarinas 
C. borealis. We initially visualized all data in an 
unconstrained PCO analysis. We then compared 
the volatile component profiles from the four popu-
lations with a two-factor PERMANOVA (location 

Downloaded from https://academic.oup.com/zoolinnean/article-abstract/181/3/711/3811184
by UCBL SCD Lyon 1 user
on 08 November 2017



716 T. ZIDAT ET AL.

© 2017 The Linnean Society of London, Zoological Journal of the Linnean Society, 2017, 181, 711–726

and species effects) (Anderson, 2001; McArdle & 
Anderson, 2001) with 9999 permutations (see 
Mardon et al., 2010). We then compared the volatile 
compound profiles between location within species 
and between species, then specifically between C. 
diomedea and C. borealis in sympatry, that is from 
Chafarinas.

Finally, we examined significant differences 
between species and between species in sympatry (i.e. 
in Chafarinas Islands), using a canonical analysis of 
principal coordinates (CAP, Anderson & Willis, 2003), 
which is useful for obtaining predictive models that 
search the multivariate data for the best discrimina-
tion between groups defined prior to the analysis. The 
number of PCO axes that we use in the CAP modelling 
and the predictive capability of the model to discrimi-
nate these species and locations were assessed using 
a leave-one-out cross-validation method (Anderson & 
Robinson, 2003).

Identification of analytes associated with the 
different labels
We examined the CAP model that best discriminated 
the two species to identify the analytes associated 
with the species chemical labels. We calculated the 
Pearson correlation (r) between each analyte and the 
CAP axes in order to characterize the nature of spe-
cies differences in volatile compound profiles, but not 
to attribute significance or to infer direct biological 
causation.

PRE-MATING ISOLATION

We evaluated the degree of pre-mating isolation 
between C. diomedea and C. borealis in the Chafarinas 
Islands by estimating the pair sexual isolation index 
(IPSI) with the JMATING software (Carvajal-Rodriguez 
& Rolan-Alvarez, 2006). This index varies between –1 
and 1, in case of a complete dissortative or complete 
assortative mating, respectively. The significance of 
the IPSI value was tested by the bootstrap probability 
with 10 000 iterations. For this analysis, we analysed 
data from 14 breeding pairs where both partners had 
been sampled using the species assignment obtained 
from microsatellite data.

RESULTS

GENETIC ANALYSES

Departure from HW equilibrium was significant for 
all populations (Table 3). The presence of null alleles 
was suggested for Puff PM2 and Puff G11F in Linosa, 
for Puff PM2 in Selvagem and for Puff G11F in both 
species in the Chafarinas Islands using MICRO-
CHECKER. As these deviations were moderate and 
measures of population differentiation such as FST are 
not very sensitive to heterozygote deficiency, we kept 
all loci for the following analyses.

No significant linkage disequilibrium was found, 
as the number of significant permutation tests (6 
over 121 tests) was exactly as expected under the 

Table 2. Main analytes associated with species chemical labels

Retention time 
(min)

RI calculated Reference m/z ions Molecular 
weight  
(g/mol)

Name of compound 
proposed

Formula r1 r2 r3

21.2 1201 57; 43/65; 71/50; 85/30 170 Dodecane C12H26 0.12 0.63
24.185 1302 57; 43/65; 71/60; 85/35 184 Tridecane C13H28 0.09 0.73
34.27 1750 87; 55/40; 43/35; 74/35; 97/15 228 4-Methyl tridecanoate C14H28O2 0.20 0.83
35.95 1840 55; 83/95; 43/90; 69/85; 97/80 242 Hexadecanol C16H34O –0.72 –0.01 –0.56
37.555 1930 74; 87/60; 55/35; 43/30; 143/15 270 Methyl hexadecanoate C17H34O2 –0.28 0.58 –0.51
37.725 1940 83; 43/95; 55/90; 69/85; 97/80; 111/40 256 Heptadecanol C17H36O –0.01 0.59 –0.48
38.735 1998 43; 55/70; 69/60; 88/50; 97/45; 111/30 282 Eicosene C20H40 –0.53 –0.04 –0.39
39.44 2039 43; 55; 69/75; 83/70; 97/60; 111/35 270 Octadecanol C18H38O –0.86 –0.32 –0.77
40.905 2124 74; 87/80; 43/50; 55/35; 143/20 298 Methyl octadecanoate C19H38O2 –0.16 0.75 –0.19
41.09 2135 55; 83/90; 97/85; 43/85; 69/75 284 Nonadecanol C19H40O –0.57 0.13 –0.64
41.99 2187 88; 43/70; 55/65; 101/60; 69/40 312 Ethyl octadecanoate C20H40O2 –0.01 –0.41 –0.07
42.66 2226 55; 43/90; 83/75; 69/65; 97/60 308 Docosene C22H44 –0.93 –0.23 –0.91
44.175 2314 55; 43/95; 83/75; 69/70; 97/65; 111/35 298 Eicosanol C20H42O –0.71 –0.02 –0.79
45.025 1364 43; 55/90; 69/70; 83/65; 97/60 – Non-identified – –0.28 0.36 –0.42
45.68 2402 97; 83/90; 57/90; 69/75; 43/70; 111/60; 125/30 336 Tetracosene C24H48 –0.74 –0.33 –0.61
46.37 2442 57; 43/75; 69/45; 97/45; 83/40; 111/30 326 Docosanol C22H46O 0.12 –0.34 –0.33
47.06 2482 97; 57/90; 83/90; 43/80; 69/70; 111/60; 125/35 – Non-identified – –0.33 –0.08 –0.49

Note: r corresponds to the Pearson correlation of a particular compound with the CAP axis discriminating the two species (r1 and r3 in sympatry) or 
three colonies (Chafarinas, Linosa and Selvagem islands, r2). Strong contributions are in bold. For information, critical r values (at a level of α = 5%) 
would be respectively |0.43| (species), |0.30| (colonies) and |0.55| (species sympatry).
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hypothesis of no disequilibrium. Note that some 
populations were monomorphic for some of the 12 
loci hence the total number of pairwise tests is not 
132 but lower.

GENETIC DIFFERENTIATION

The estimated FST values revealed strong differen-
tiation between C. borealis and C. diomedea in both 
allopatric and sympatric populations but low differ-
entiation between populations within the same spe-
cies (FST > 0.11 and FST < 0.02, respectively; Table 4). 
Accordingly, the first axis of the FCA on microsat-
ellite data clearly differentiated the two species 
(Fig. 2).

In addit ion, Bayesian clustering analysis 
(STRUCTURE) including the four populations identi-
fied two clusters (Fig. S1) that discriminate the two 
species well (Fig. 3). All Chafarinas individuals have 
an assignment probability to one of the two spe-
cies higher than 0.8 (0.81–0.99; mean q = 0.97 ± 0.05 
SD; Fig. 3). Mean assignment probabilities of Linosa 
and Selvagem individuals were not higher than for 
Chafarinas individuals (0.58–1; mean q = 0.97 ± 0.06 
SD; Fig. 3).

The phylogenetic tree grouped all mtDNA haplo-
types into two groups corresponding to the two spe-
cies (Fig. 4). However, three Chafarinas individuals 
assigned to C. diomedea based on microsatellite 
genotype were placed within the C. borealis cluster: 
6114440, 6096760 and 455NR (marked individuals in 
Fig. 4).

BIOMETRICS

The first axis of the PCA explained more than 81% 
of the total variance (81.15% for males and 83.42% 
for females) and was essentially a size axis, being 
strongly correlated with all measures (minimum cor-
relation of –0.88, Table S2). The PCA revealed two 
morphologically distinct groups, one of larger size 

corresponding to C. borealis and one smaller corre-
sponding to C. diomedea (Fig. 5). PCA plots suggested 
that six individuals from the Chafarinas Islands 
had an intermediate morphology: 6096760, 455NR, 
188NR, 453NR2, 3210NR and 6155110 (highlighted 
individuals in Fig. 5).

UROPYGIAL SECRETIONS

Uropygial secretion data were available for 12 indi-
viduals from Linosa, 16 individuals from Selvagem 
and 39 individuals from the Chafarinas Islands, but 
the chemical profile of one individual from Chafarinas 
was not usable because of the absence of the biphenyl 
peak, making the standardization of the peak areas 
impossible for this individual. The proposed identifica-
tion of the 17 compounds retained for further analyses 
are given in Table 2. Some are present in all individu-
als in various proportions, while others are present in 
some of the individuals only.

Considering all populations, the first three axes of 
an unconstrained 2D PCO explained 86.98% (Axis 1: 
69.35%; Axis 2: 10.88%; Axis 3: 6.76%) of the total vari-
ation. The first and second PCO axes were very effec-
tive at discriminating between the chemical profiles 
associated with the species and location (Fig. 6). The 
visually apparent differences in the ordination was 
statistically significant for location (PERMANOVA: 
pseudo-F F2,65 = 3.79, P = 0.009, Table S3) and species 
(PERMANOVA: pseudo-F F1,65 = 48.55, P = 0.0001, 
Table S3). This significant chemical profile differ-
ence between locations was also found at the species 
scale (pseudo-F F1,37 = 3.03, P = 0.04 for C. diomedea 
and pseudo-F F1,27 = 7.12, P = 0.001 for C. borealis, 
Table S3).

Considering species as a group factor, we built a CAP 
model (using a subset of m = 7 PCO axes, Fig. 6) where 

Table 3. Data summary for the microsatellite loci and 
Hardy–Weinberg equilibrium test

Species Population N a IO HE FIS P-value

C. borealis Chafarinas 12 3.6 0.34 0.43 0.25 <0.001
Selvagem 42 5.2 0.45 0.49 0.09 <0.001

C. diomedea Chafarinas 27 4.3 0.41 0.47 0.14 <0.001
Linosa 42 4.1 0.36 0.43 0.18 <0.001

Note: N = number of sampled individuals, a: average number of alleles 
per locus; HO and HE = observed and unbiased expected heterozygosity 
(Nei, 1978) and FIS = inbreeding coefficient within populations (Weir & 
Cockerham, 1984).

Table 4. Pairwise FST between C. borealis and C. diome-
dea obtained from 13 loci. 

Population C. borealis 
from  
Selvagem

C. diomedea 
from the 
Chafarinas

C. diomedea  
from Linosa

C. borealis 
from the 
Chafarinas 

0.018* 0.169** 0.18**

C. borea-
lis from 
Selvagem

– 0.121** 0.115**

C. diomedea 
from the 
Chafarinas

– – 0.0002

*P < 0.05, **P < 0.001.
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we had 3% of leave-one-out misclassification error 
between species. Secretions from two C. diomedea 
from the Chafarinas were misclassified as being from 
C. borealis (individual 6096760 and 455NR). Volatile 
components associated with the CAP model discrimi-
nating the two species’ volatile compound profiles were 
primarily alcohols and alkene (Table 2). For example, 
C. diomedea had secretions with higher relative pro-
portions of fatty alcohols (hexadecanol, octadecanol, 
nonadecanol and eicosanol) and alkene (eicosene, doc-
osene and tetracosene). These compounds related to 
the species factor are the same molecules previously 
found in Gabirot et al. (2016).

Finally, we examined species effect in the Chafarinas 
Islands only. We found a significant difference 
between volatile compound profiles from C. diomedea 
and C. borealis in sympatry (pseudo-F F1,37 = 26.14, 
P = 0.0001, Table S3). A CAP model using a subset 
of m = 10 PCO axes resulted in 2.6% of leave-one-out 
misclassification error between species. The secretion 

from one C. diomedea from the Chafarinas Islands 
was misclassified as being from C. borealis (individual 
6114890). The volatile components discriminating the 
two species in the Chafarinas islands were the same as 
in allopatry: hexadecanol, octadecanol, nonadecanol, 
docosene, eicosanol and tetracosene (Table 2).

The documented difference between species is thus 
due to the different relative proportion of a few of the 
volatile compounds, while the difference between loca-
tions is due to the variation in the relative proportion 
of other compounds than those responsible for inter-
specific differences (see r1 and r2 in Table 2).

REPRODUCTIVE ISOLATION IN SYMPATRY

Detection of hybrids
The NEWHYBRIDS software did not identify F1 
hybrids in the Chafarinas individuals: all individuals 
had a PP higher than 90% of being classified as either 
C. diomedea or C. borealis. Only 13% of simulated F1 

Figure 2. Factorial correspondence analysis showing relationships between the microsatellite multilocus genotypes of 
C. borealis (dots) and C. diomedea (triangles) populations. Black symbols = Chafarinas individuals, grey symbols = Linosa 
and Selvagem individuals. Axis 1 and axis 2 are the first and second principal factors of variability, respectively.

Figure 3. Bayesian clustering of genotypes of individuals performed in STRUCTURE with K = 2. Each individual is repre-
sented by a vertical line, with the probability of assignment to different clusters: dark grey for C. diomedea and light grey 
for C. borealis.
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hybrids were erroneously assigned to C. diomedea or 
C. borealis by NEWHYBRIDS or were left unassigned 
(similar probabilities for F1 or pure specimens). This 
result suggests that the absence of identified F1 
hybrids in the Chafarinas individuals is not entirely 
due to a low power to detect hybrids in our dataset. 
However, only 60% of simulated F1 individuals were 
identified with over 80% PP, clearly showing that 
some F1 hybrids in our sympatric samples could 
have been erroneously classified as pure individu-
als. Simulated F1 individuals overlapped with some 
Chafarinas individuals in the FCA plot, especially 
with some ‘mismatched’ individuals (marked indi-
viduals in Fig. 7). In total, we identified seven indi-
viduals from Chafarinas (out of 39) with variously 
discordant assignation between morphology, mtDNA, 
nuclear DNA or chemical profile (Table 5). We have 
not considered the individual 6114890 because in the 
PCO this bird is not intermediate but its position can 
be explained by other factors such as sampling, stor-
age, extraction or analysis methods (Fig. 6).

Assortative mating
Using the species identification based on microsat-
ellites, we detected only one mixed pair out of 14 in 
the sympatric colony (Table S4) and the IPSI value 
indicated a strong and significant assortative mating 
(mean q = 0.8046 ± 0.179 SD, P = 0.013). This hetero-
specific pair was formed with the C. borealis female 
6114409 and the C. diomedea male 455NR. This male 
was assigned as C. diomedea by microsatellite assign-
ment but had a C. borealis mtDNA haplotype and 
intermediate morphology and chemical label (Table 5).

DISCUSSION

We have confirmed the clear divergence in nuclear 
genome between the two sibling species of Calonectris, 
making it possible to examine their level of reproduc-
tive isolation. A comprehensive approach combining 
genetics, morphometry and chemical analysis has 
found strong evidence of assortative mating and a low 
level of introgression, suggesting the existence of an 
efficient species recognition system. We have also veri-
fied that chemical labels remain distinct in sympatry, 
which add them to the list of phenotypic differences 
(morphological and acoustics) that can potentially con-
tribute to species recognition.

NUCLEAR GENETIC DIFFERENTIATION  
BETWEEN SIBLING SPECIES

Moderate but significant nuclear differentiation 
between C. diomedea and C. borealis was revealed 

Figure 4. Phylogenetic tree of mtDNA haplotypes con-
structed from maximum likelihood where the marked 
individuals ( ) have a discrepancy assignation between 
microsatellite genotype and mtDNA haplotype. Dark grey 
for C. diomedea and light grey for C. borealis.
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Figure 5. Principal component analysis based on three biometric measurements (maximum beak depth, tarsus length and 
wing length) of male (A) and female (B) individuals. Grey triangles and dots for Linosa and Selvagem individuals, respec-
tively. Black triangles and dots for Chafarinas C. diomedea and Chafarinas C. borealis individuals, respectively. We marked 
six individuals which have an intermediate morphometry (2: 6096760, 3: 455NR, 4: 188NR, 5: 453NR2, 6: 3210NR and 7: 
6155110; see also Fig. 7 and Table 5).

Figure 6. Bi-dimensional PCO ordinations of all uropygial secretion samples  based on 17 chemical compounds: PCO1 vs. 
PCO2. Each symbol corresponds to a population (symbols and colours as in Fig. 2).

Downloaded from https://academic.oup.com/zoolinnean/article-abstract/181/3/711/3811184
by UCBL SCD Lyon 1 user
on 08 November 2017



REPRODUCTIVE ISOLATION IN CALONECTRIS SHEARWATERS 721

© 2017 The Linnean Society of London, Zoological Journal of the Linnean Society, 2017, 181, 711–726

by non-overlapping clusters in the FCA (Fig. 2), two 
well-defined groups corresponding to the two species 
identified by Bayesian clustering analysis (Fig. 3) and 
significant FST values (Table 4). Our findings are thus 
at odds with the results of Genovart et al. (2013), who 
found extensive overlap in FCA between the two spe-
cies and no genetic cluster corresponding to species 
identified by Bayesian clustering. This discrepancy is 
not entirely due to the larger number of loci we used 
(13 microsatellites vs. 6 in Genovart et al.’s study), 
because when we ran STRUCTURE on a subset of our 
data restricted to the same six loci as Genovart et al. 
(2013), we found an optimal K = 2 corresponding to the 
two species and mean assignment values close to 0.9 
in all three populations. This suggests that the results 
from Genovart et al. (2013) might be partly due to 
some inadequate genotyping. Whatever the reasons for 
this difference, it is easier to reconcile our findings of 
significant nuclear differentiation, indicating reduced 

nuclear gene flow, with the differences reported in 
mtDNA, acoustics, morphology, ecology (Navarro et al., 
2009; Afán et al., 2014) and possibly migratory behav-
iour (González-Solís et al., 2007). Maintaining all these 
phenotypic and behavioural differences in the face of 
gene flow strong enough to erase neutral divergence 
would require (probably unrealistic) strong divergent 
selection. Additionally, the recently published study of 
Munilla et al. (2016) similarly found clear separation 
of C. diomedea and C. borealis in nuclear DNA, rein-
forcing the idea that the lack of nuclear differentia-
tion found by Genovart et al. (2013) was probably an 
artefact.

UNCOMMON HYBRIDIZATION

Our nuclear marker analyses indicated that 
Calonectris diomedea and C. borealis in sympatry are 
as divergent as in allopatry and no F1 hybrids were 

Table 5. Summary of the discordant assignations between morphology, mtDNA, nuclear DNA or chemical profile of seven 
individuals

Individual ring Nuclear genome mtDNA haplotype Morphometry Chemical profile

6114440 (1) D B D D
6096760 (2) D B I I
455NR (3) D B I I
188NR (4) B B I B
453NR2 (5) B B I B
3210NR (6) B B I B
6155110 (7) D D I D

Note: D: assigned as C. diomedea, B: as C. borealis and I: intermediate for this character.

Figure 7. Factorial correspondence analysis showing relationships between the multilocus genotypes of C. borealis (dots) 
and C. diomedea (triangles) Chafarinas’ population as well as HYBRIDLAB simulated F1 individuals (stars). Axis 1 and 
axis 2 are the first and second principal factors of variability, respectively. The marked individuals are those showing species 
assignation mismatches (1: 6114440, 2: 6096760, 3: 455NR, 4: 188NR, 5: 453NR2, 6: 3210NR and 7: 6155110; see Table 5).
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detected. The lack of any identified F1 hybrids is pos-
sibly due to our low power of hybrid detection, but 
analysis of simulated hybrid genotypes shows that 
we cannot have missed many F1 hybrids. In addition, 
the persistence of genetic differentiation in sympa-
try can only be due to strong reproductive isolation 
or to very recent secondary contact. While there is 
no information about the timing of sympatry, strong 
assortative mating supports the idea that there is 
efficient pre-mating isolation between these species. 
Indeed, among the 14 breeding pairs studied, only one 
appeared to be heterospecific (455NR –  C. diome-
dea and 6114409 –  C. borealis), and it is interest-
ing to highlight that individual 455NR shows genetic 
introgression and has intermediate morphometry and 
chemical label (Table 5). Assortative mating reduces 
the risk of hybridization and explains, at least in part, 
the low introgression observed between the two spe-
cies. However, three Chafarinas individuals (6114440, 
6096760 and 455NR; Table 5) had a C. diomedea micro-
satellite genotype and a C. borealis mitochondrial 
haplotype, indicating past introgression. This intro-
gression, combined with the lack or rarity of recent 
hybrids, suggests that C. diomedea and C. borealis only 
occasionally hybridize. Furthermore, six individuals 
have intermediate morphometry (6096760, 455NR, 
188NR, 453NR2, 3210NR and 6155110; Table 5) or 
chemical label (6096760 and 455NR; Table 5), which 
can be explained by gene flow between the parental 
populations and/or by environmental effects (pheno-
typic plasticity). Rare cases of hybridization between 
C. diomedea and C. borealis in allopatric colonies 
have previously been reported: a heterospecific pair 
raised a chick in the Columbretes Islands (Spain) 
in 2001 (Martínez-Abraín, Sanchez & Oro, 2002), 
two individuals in which phenotype and genotype 
did not match were observed in Mallorca (Balearic 
Island) and Tenerife (Canary Island) between 2001 
and 2006 (Gómez-Díaz et al., 2009) and a possibly 
heterospecific pair (or a pair involving hybrids) was 
reported by Thibault & Bretagnolle (1998). Clearly, 
hybridization and introgression are still possible 
between these two species but reproductive isolation 
is already well advanced. Further research is needed 
to know whether hybrids suffer from reduced fitness 
or whether reproductive isolation entirely rests on 
pre-mating isolation.

CHEMICAL LABEL DIFFERENCE IN SYMPATRY

We confirmed that these two sibling species have dis-
tinct chemical profiles (as previously suggested by 
Gabirot et al., 2016) and we established for the first 
time that these differences are maintained in sympatry. 
This suggests that differences in the chemical composi-
tion of uropygial secretions are largely due to genetics 

and not only to environmental factors. If the chemi-
cal label divergence was mainly due to environmental 
factors, a convergence in chemical profiles should be 
apparent in sympatry. Our study also confirmed that 
birds sampled in different years from different loca-
tions show small but significant differences in the 
chemical composition of their uropygial secretion (see 
also Gabirot et al., 2016), suggesting that environmen-
tal factors (e.g. common foraging areas) may also affect 
chemical profiles (Haribal, Dhondt & Rodriguez, 2009). 
However, whether these differences are due to varia-
tion between breeding colonies or between sampling 
years (Mardon et al., 2010) remains to be investigated.

CONCLUSIONS AND TAXONOMY REMARKS

Our results support the split of Calonectris diomedea 
and C. borealis into two full species. The taxonomic 
debate about the two subspecies Calonectris dio-
medea diomedea and C. d. borealis lasted for a long 
time (Heidrich, Amengual & Wink, 1998), and these 
two taxa were formally elevated to full species status 
only in 2012 (Sangster et al., 2012). Our results show 
that the differences observed in allopatry in body size 
(Granadeiro, 1993), mitochondrial DNA (Gómez-Díaz 
et al., 2006; Gómez-Díaz et al., 2009) and in uropy-
gial secretion composition (Gabirot et al., 2016) are 
also maintained in sympatry, and we confirm a differ-
ence in nuclear DNA. In addition, our results reveal 
a strong assortative mating and a very low level of 
hybridization, providing evidence for the existence of 
a specific recognition system between the two species 
and supporting their species status.

To be effective, assortative mating needs an efficient 
species recognition mechanism. Our results suggest 
that odours constitute a candidate trait that may be 
involved in species recognition, in the avoidance of 
heterospecific mating and the formation of hybrids in 
Calonectris shearwaters. These seabirds are noctur-
nal and visual signals, including differences in body 
size, are unlikely to intervene in species recognition 
(Mougin, 2000; Bried et al., 2010; Nava et al., 2014). In 
fact, in these species, a negative assortative mating for 
height and bill length and a lack of assortative mat-
ing for tarsus and wing length was recently reported, 
suggesting that morphometric traits do not influence 
mate choice (Nava et al., 2014). Calonectris diome-
dea and C. borealis differ in vocalizations (C. diome-
dea mating calls are made of two long syllables while 
C. borealis utters three shorter syllables; Bretagnolle 
& Lequette, 1990; Thibault & Bretagnolle, 1998) and 
this difference may constitute a recognition mecha-
nism based on acoustic cues. This possible acoustic 
recognition mechanism does not exclude the coexist-
ence of an olfactory one, which may contribute to an 
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enhanced specific recognition. Redundant mecha-
nisms have already been reported in nature and prob-
ably account for better species recognition (Candolin, 
2003). To know whether uropygial secretion composi-
tion plays a real role in species recognition, it would be 
necessary to realize specific behavioural tests.
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Table S1. Details of the six multiplex sets including the 13 microsatellites.
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Table  S1. Details of the six multiplex sets including the 13 microsatellites. 

 

Multiplex Locus T anealling 

A Cd1, Cd3 58°C 

B Cd4, Cd5, Cd6 58°C 

C Cd2, Cd8, Cd9 58°C 

1 Puff G2C 50°C 

2 Puff PM2, Puff C5A 58°C 

3 Puff G2F, Puff G11F 60°C 

  

Figure S1. Evolution of the Evanno ad hoc statistic DK for the estimation of the number of 

clusters K for all sampled. 
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Table S3: Resume of PERMANOVA results. 

 Factor Pseudo-F P-value 

All (both species in three locations) 
Location F2,65 = 3.79 0.009 

Species F1,65 = 48.55 0.0001 

C. diomedea Location F1,37 = 3.03 0.04 

C. borealis Location F1,27 = 7.12 0.001 

Allopatry (Linosa and Selvagem) Species F1,27 = 18.76 0.0001 

Sympatry (Chafarinas) Species F1,37 = 26.14 0.0001 

 

Table S4. Summary of sampled breeding pairs’ composition from the Chafarinas (bold 

numbers). N = number of individuals. 

 

SEX   Male 

 SPECIES  C. borealis C. diomedea 

  N 4 10 

Female 
C. borealis 5 4 1 

C. diomedea 9 0 9 
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Anal scent gland secretions inform on sexual maturity, 
sex and social status in the Alpine marmot,  
Marmota marmota (Rodentia: Sciuridae): a role  
in intrasexual competition in cooperative breeders?
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In cooperative breeders, reproductive skew is extreme and leads to intense intrasexual competition for access to 
reproduction in both sexes. Given that securing the dominant position is costly, dominant animals should direct their 
aggressiveness towards same-sex subordinates that are potential competitors. Chemical communication has been 
reported to be involved in intrasexual competition in several mammalian species, and odour may be used as a cue 
to identify potential competitors. We predicted that odour should inform on sexual maturity, sex and social status in 
cooperative breeders. We tested these predictions in the Alpine marmot, a cooperatively breeding species, in which 
anal gland secretions are involved in aggressive behaviour. We sampled anal gland scents from 154 individuals of 
differing sexual maturity status, sex and social status. We found that anal gland secretions may inform on sexual 
maturity. When focusing on adult individuals, we found that anal gland scent differed according to sex and social sta-
tus. Our results support the hypothesis that anal gland scent could be involved in intrasexual competition in Alpine 
marmots by allowing dominant individuals to target their aggressiveness towards same-sex competitors (i.e. sexu-
ally mature subordinates), resulting in the reproductive suppression of subordinates.

ADDITIONAL KEYWORDS: chemical label – dominance status – gas chromatography–mass spectrometry – 
odour cues – olfaction – sexual maturation – social species – wild population.

INTRODUCTION

Reproductive skew is extreme in singularly breeding 
species where a pair of dominant breeders is helped by 
non-reproducing subordinates (Silk, 2007). In coopera-
tive breeders, this skew generates an intense intrasex-
ual competition for access to dominance (and therefore 
to reproduction) in both sexes (Hauber & Lacey, 2005; 
Clutton-Brock et al., 2006; Clutton-Brock & Huchard, 
2013). Indeed, individuals that reach sexual maturity 
in those species may disperse in search of a dominant 
position in another family group or delay dispersal 

and stay in their family group as sexually mature but 
non-reproductive subordinates. Sexually mature sub-
ordinates that delay dispersal thus become potential 
competitors for the same-sex dominant, and this gener-
ates intrasexual competition within the family group. 
The risk of losing the dominant status compels domi-
nant individuals to try to control the behaviour of subor-
dinates to solve conflicts over dominance, and thus over 
reproduction (Cant & Johnstone, 2009; Clutton-Brock, 
2009). Usually, they manage to secure their social sta-
tus (and consequently their access to reproduction) 
either by expelling competitors from their social group 
(Dobson, 1982; Clutton-Brock et al., 1998; Johnstone 
& Cant, 1999; Cant et al., 2010) or by suppressing the *Corresponding author. E-mail: timoth.zidat@gmail.com
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reproduction of subordinates (Magrath et al., 2004; 
Saltzman et al., 2008; Young, 2009). Given that securing 
the dominant position is costly (e.g. by suppressing the 
reproduction of subordinates; Bell et al., 2012), domi-
nant individuals should target their aggressiveness 
towards potential same-sex competitors (Young, 2009; 
Clutton-Brock & Huchard, 2013). This requires domi-
nant individuals to be able to recognize those competi-
tors and subordinate individuals to be able to recognize 
the animals they have to challenge. Dominant and sub-
ordinate individuals can mutually identify themselves 
using different non-exclusive sources of information, 
such as visual (posture and behaviour), acoustic and 
olfactory cues (Candolin, 2003; Bretman et al., 2011).

Chemical communication is widely used in the ani-
mal kingdom, and many studies have provided evi-
dence for the importance of chemical communication 
in reproduction and social interactions (for review, 
see Johansson & Jones, 2007; Wyatt, 2014). Mammal 
scents provide information about signallers, such as 
species identity (e.g. delBarco-Trillo et al., 2011,2012; 
Zabaras et al., 2005), but also individual identity [scent 
may code for sex (e.g. MacDonald et al., 2008; Kean 
et al., 2011; Harris et al., 2014), age (e.g. Buesching 
et al., 2002; Kean et al., 2011; Martín et al., 2014) or 
sexual maturity (adult vs. subadult; e.g. Linklater 
et al., 2013; Vaglio et al., 2016; Spence-Aizenberg et al., 
2018)]. Several studies also reported that scent may 
inform on social status (e.g. Burgener et al., 2009; 
Setchell et al., 2010; Tinnesand et al., 2013). Signalling 
of the social status of an individual has been inter-
preted in the context of intraspecific communication 
and territorial behaviour. Indeed, this information 
may be used in assessment of competitors by allow-
ing conspecifics to evaluate the potential threat posed 
by an intruder (Gosling & Roberts, 2001; Tinnesand 
et al., 2013). Chemical communication in relation-
ship to intrasexual competition is expected to occur 
in cooperative breeders but is still poorly documented 
(Ziegler, 2013). If dominant individuals and subordin-
ate competitors are able to recognize each other using 
chemical signals, we make the following predictions:

1. Odour should inform on sexual maturity. Therefore, 
we expect the odour of sexually mature individuals 
(adult animals) to be different from that of imma-
ture individuals.

2. Odour should inform on sex in adult individuals 
because competition for dominance (and reproduc-
tion) in singular breeders mainly occurs among 
same-sex individuals. Among adult individuals, we 
expect that odour should differ between males and 
females.

3. Odour should inform on social status in adult indi-
viduals. Therefore, we expect dominant individuals 
to have different odours from subordinate ones.

The Alpine marmot (Marmota marmota) is well suited 
to test these predictions. The Alpine marmot is a socially 
monogamous and cooperatively breeding species that 
lives in family groups of two to 20 individuals (Allainé, 
2000). A family group is typically composed of a dominant 
pair, adult subordinates (sexually mature but non-repro-
ducing) and immature (pups and yearlings) individuals 
of both sexes (Allainé et al., 2000). Individuals of both 
sexes stay in their family group until they reach sex-
ual maturity when 2 years old. Then, they can either 
disperse to gain dominance in another family group or 
delay dispersal and become potential competitors for 
the same-sex dominants in their family group (Allainé, 
2000). Intrasexual competition for dominance occurs 
year-round and may result in the current dominant indi-
vidual being evicted, evicting same-sex adult competitors 
or suppressing the reproduction of non-evicted subordi-
nates (Arnold & Dittami, 1997; Hackländer et al., 2003). 
This suppression is physiological and mediated mainly 
through aggression towards sexually mature subordi-
nates (Hackländer et al., 2003). Reproductive suppres-
sion is complete in subordinate females, whereas some 
subordinate males can successfully gain some extra-pair 
paternity (Goossens et al., 1998; Cohas et al., 2006).

Some observations suggest that chemical commu-
nication is involved in intrasexual competition in the 
Alpine marmot. Alpine marmots have three anal gland 
papillae that can be protruded from the anus, but their 
function is poorly known. However, this gland seems not 
to be used in territory scent marking (which is instead 
done by cheek rubbing with orbital glands; Bel et al., 
1995) but may still be used in intrasexual competition. 
Indeed, during encounters between adult members of 
a group, individuals often closely circle each other with 
flagging tails and then seem to expose their anal glands 
(D.A., pers. obs.), a behaviour also described during 
aggressive interactions between male yellow-bellied 
marmots (Marmota flaviventris) (Armitage, 2014).

Here, we investigate the chemical composition of 
anal gland secretions in a wild population of Alpine 
marmots, using gas chromatography–mass spectrom-
etry (GC-MS). We aim to compare the chemical com-
position of individual marmot scents, which may differ 
according to sexual maturity status, sex and social sta-
tus, and to identify which compounds are involved in 
these possible differences. We predict that the chem-
ical composition of Alpine marmot anal gland scents is 
used in social recognition, particularly for intrasexual 
competition between same-sex individuals.

MATERIAL AND METHODS

Our study site was located in the nature reserve of La 
Grande Sassière (French Alps) at an elevation of 2400 
m. Alpine marmots emerge from hibernation in early 
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April, and mating occurs during the 2 or 3 weeks after 
emergence (Psenner, 1957). Dominant females gestate 
for 30 days, and lactate pups in their natal burrows for 
40 days; therefore, pups emerge between mid-June and 
mid-July (Psenner, 1960; Arnold, 1990). Between mid-
May and mid-July 2016, we captured 154 Alpine marmots 
(detailed in Table 1) from 21 family groups using two-door 
live traps placed near the main burrows of each territory 
and baited with dandelions (Taraxacum densleonis). We 
tranquilized individuals using Zoletil 100 (0.1 mL kg−1) 
and identified each animal with a transponder and a 
numbered ear-tag (placed on the right for the females 
and on the left for the males, for easier identification dur-
ing field observations). Dominant individuals were also 
recognizable from a coloured plastic tag attached on the 
opposite ear. We estimated the social status of each adult 
(dominant vs. subordinate) based on scrotal development 
for males and development of teats for females, and we 
confirmed our assessment by behavioural observations 
(territorial scent markings; Bel et al., 1995, 1999).

ETHICAL NOTE

The two-door live traps were checked every half hour 
to limit the time spent by a marmot in a trap and thus 
reduce its exposure to predators and the weather. Once 
captured, marmots were transferred in an opaque jute bag 
(to limit stress) to a field laboratory room where handling 
occurred. Once tranquilized, handling lasted a maximum 
of 10 min. The recovery did not require the use of an anti-
dote, and the marmots were placed in a cool, quiet room 
for 15 min after handling to recover, until they were able 
to walk. All tranquilized marmots recovered well, and no 
adverse effects were noticed; all individuals were observed 
alive the day after their capture. Tranquilization of preg-
nant or lactating females did not have any obvious impact 
upon their offspring, because all the females successfully 
raised offspring to weaning. Overall, individuals were 
absent from their territory for a maximum of 40 min, and 
we never observed exclusion from the territory for any 

individual of any age after capture. Marmots were tran-
quilized no more than once a year and, in case of recap-
ture the same year, the marmot was weighed and then 
released without additional handling.

All handling and sampling were done by T.Z. and 
Sylvia Pardonnet, who are authorized for experi-
mentation with animals by the French Ministry of 
Agriculture and Fisheries (diploma no. R69UCBL-
ENVL-F1-03 and no. R-13CNRS-F1-10). The proto-
col was approved by the University of Lyon 1 Ethical 
Committee (CEEA-55, protocol BH2012-92-V1), and 
the authorization to capture Alpine marmots was 
issued by the Préfecture de Savoie (arrêté préfectoral 
no. 2017/41) after approval by the advisory committee 
of the Nature Reserve of La Grande Sassière.

COLLECTION OF SCENT SAMPLES

After the Alpine marmots had been tranquilized, the anal 
glands were cleaned with ethanol to remove any envir-
onmental contaminants. Then, we collected odoriferous 
secretions by gently squeezing the area around the gland, 
wearing clean nitrile gloves to avoid contamination by 
human chemicals. Each sample was collected with a 50 µL 
glass capillary and placed into a 1.5 mL opaque chroma-
tographic glass vial filled with 200 µL of dichloromethane 
solvent (HiPerSolv CHROMANORM for HPLC; VWR, 
Center Valley, PA, USA). In each 200 µL we added an 
internal standard, biphenyl (molecular weight, 154.21 
g mol−1, 99.5%; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) at a 
concentration of 0.2 g L−1. Vials were sealed with a Teflon-
lined cap and stored at −20 °C in the field and at −80 °C in 
the laboratory until GC-MS analysis. In addition to these 
scent samples, several ‘field control samples’ (i.e. with solv-
ent but without marmot secretions) were collected using 
the same protocol, to identify potential contaminants.

GAS CHROMATOGRAPHY–MASS  
SPECTROMETRY ANALYSIS

Just before GC-MS analyses, we transferred all liquid 
scent samples (including ‘field control samples’) to 
0.3 mL inserts in new, clean vials. We used an inter-
faced Hewlett-Packard 6890 gas chromatograph sys-
tem equipped with a non-polar DB-5 MS column (30 m 
long × 0.25 mm internal diameter × 0.25 µm film thick-
ness; Agilent Technologies) coupled with an HP 5973 
MDS (mass selective detector) mass spectrometer 
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). We used 
helium as the carrier gas at a flow rate of 1 mL min−1 
and an electron impact ionization of 70 eV. The tem-
perature of injection was set to 300 °C, and 1 µL of 
sample was injected automatically in splitless mode 
after being vortexed to homogenize the scent sample. 
The oven temperature programme started with 4 min 
at 90 °C, then increased by 12 °C min−1 up to 210 °C, 

Table 1. Number of animals sampled according to sexual 
maturity status, social status and sex

Sexual 
maturity 
status

Immature Sexually mature

Social status Subordinate Subordinate Dominant

Sex Male Female Male Female Male Female
Number of 

animals
57 34 22 11 14 16

Immature individuals are pups and yearlings. Sexually mature 
subordinates were 2 (N = 28) or 3 years old (N = 4), and dominant 
individuals were 3 years old (N = 5) or older, up to 12 years old (N = 25).
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and then increased again by 5 °C min−1 up to 310 °C, 
and finally was held at 310 °C for 5 min, resulting in 
a total programme time of 39 min. We ran blank sam-
ples containing only 200 µL of dichloromethane every 
seven samples. These controls provided an estimate of 
the potential noise related to the potential accumula-
tion of some compounds along the column, for example.

IDENTIFICATION OF COMPOUNDS

We tentatively identified anal gland secretion com-
pounds using the Kovats retention index (RI) and 
the mass spectrum obtained by Agilent MassHunter 
Qualitative Analysis software (B.07.01 version), which 
were then cross-checked with the National Institute of 
Standards and Technology (NIST) WebBook. We calcu-
lated RIs of compounds by means of a mixture of C7–
C40 alkanes with known RIs (Supelco; Sigma Aldrich, 
St Louis, MO, USA; 1000 µg mL−1 diluted at 1:100 in 
hexane) run in identical gas chromatographic condi-
tions. Whenever possible, we proposed the name of a 
compound or its chemical family.

CHEMICAL ANALYSES

Data acquisition and pretreatment
The area of every peak (i.e. integration of the area under 
the curve) was obtained by an automatic integration 
with Agilent MassHunter Qualitative Analysis software 
(B.07.01 version), and we manually checked each inte-
gration to avoid software errors. Then, we used AMDIS 
(automated mass spectral deconvolution and identifica-
tion system) software to control the mass spectral simi-
larity of peaks between all samples, in order to be sure 
of the peak identification from one individual to another. 
Furthermore, the internal standard (biphenyl) was used 
to control instrument drift over time. Three compounds 
were found in all field control samples and in all scent 
samples and were therefore considered as contaminants 
and removed from the analyses. We also removed com-
pounds found in < 5% of the total individuals because 
they were considered to be too rare to contribute to the 
discrimination of each group (e.g. Harris et al., 2012). 
Then, we calculated the relative abundance of each com-
pound by converting each single peak area into a per-
centage of the sum of all compound areas for a given 
individual. Finally, we removed peaks with a relative 
abundance < 0.05% to exclude background noise (Drea 
et al., 2013), and we square-root transformed the final 
data set to reduce the impact of the most abundant com-
pounds upon our analyses (Clarke & Warwick, 2001).

Statistical analyses
We first tested the prediction that the odour of sexually 
mature individuals is different from that of immature 

individuals. We also tested whether odour informs on 
sex and differs between males and females. For that, 
we calculated Euclidean distances between every pair 
of samples to produce a resemblance matrix, from 
which we conducted a permutational multivariate 
analysis of variance (PERMANOVA; Anderson, 2001, 
2017), using 9999 permutations on the full final data 
set to test whether chemical profiles differed according 
to sexual maturity status and sex.

As proposed by Drea et al. (2013), we carried out a 
principal components analysis on the correlation mat-
rix to reduce the number of compounds and to high-
light only those that explain most of the variance. We 
decided to retain compounds with a cumulative contri-
bution on the first three axes > 50% of the total contri-
bution. We then conducted a second PERMANOVA on 
the chemical data subset to check that this compound 
selection did not change results obtained with the first 
PERMANOVA. Finally, we performed a linear discrim-
inant analysis (LDA) on the chemical data subset to 
investigate whether variation in the chemical compos-
ition of anal gland scents can be used to separate indi-
viduals according to their sexual maturity status and 
to their sex, and we specified the chemical compounds 
implicated in the previous analyses.

In a second step, we focused on sexually mature indi-
viduals, to test predictions that odour informs on sex 
and social status in adult individuals. We selected sexu-
ally mature individuals (N = 63) and again removed 
compounds found in < 5% of adult individuals. As 
before, we conducted a PERMANOVA using the same 
parameters, to test whether chemical profiles differed 
according to sex and social status. We used the same 
compound selection as before to conduct the second 
PERMANOVA, to verify that this selection would not 
change results. Finally, we performed an LDA on the 
chemical data subset, to investigate whether variation 
in the chemical composition of anal gland scents allows 
separation of sexually mature individuals by their sex 
and social status, and we again specified the chemical 
compounds implicated in the previous analyses.

All statistical analyses were conducted in R v. 3.4.3 
(R Core Team, 2017), with ‘ade4’ (Dray & Dufour, 
2007) and ‘adegraphics’ packages (Siberchicot et al., 
2017) for principal components analysis, the ‘vegan’ 
package (adonis2 function; Oksanen et al., 2018) for 
PERMANOVAs and the ‘MASS’ package (lda function; 
Venables & Ripley, 2002) for the LDAs.

RESULTS

A total of 82 chemical compounds were detected in 
scent samples from 154 individuals (mean ± SD, 
30.96 ± 5.17 compounds per individual). We found that 
the chemical composition of the anal gland secretion 
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of Alpine marmots contained a mixture of small vola-
tile and large non-volatile chemical compounds, from 
piperidin-2-one (molecular weight, 99.13 g mol−1) to 
lanosterol (molecular weight, 426.71 g mol−1).

SCENT OF SEXUAL MATURITY STATUS

The PERMANOVA performed on the whole data set 
indicated a difference between sexually mature indi-
viduals and immature ones (pseudo-F F1,150 = 80.68, 
P = 0.0001), but neither the sex effect (pseudo-F 
F1,150 = 1.34, P = 0.22) nor the interaction between sex 
and sexual maturity status (pseudo-F F1,150 = 1.15, 
P = 0.28) was significant. The principal components 
analysis led us to select 24 chemical compounds 
for the subsequent analyses (Table 2), which had a 
global contribution to the first three axes > 50%. The 
PERMANOVA performed on those 24 compounds gave 
similar results to the one performed on the whole data 

set (sexual maturity status, pseudo-F F1,150 = 117.10, 
P = 0.0001; sex, pseudo-F F1,150 = 1.10, P = 0.30; and 
interaction, pseudo-F F1,150 = 1.11, P = 0.29), indicating 
that no important chemical information was lost using 
our procedure of compound selection.

The LDA performed well at separating sexually 
mature from immature individuals on the basis of these 
24 compounds (Fig. 1), correctly assigning 95.60% of 
sexually mature individuals and 96.83% of immature 
individuals. Five compounds characterized sexually 
mature individuals, whereas eight other compounds 
were strongly characteristic of immature individu-
als (Table 2). Specifically, the anal gland secretions of 
sexually mature individuals appeared to be character-
ized by a high relative abundance of various chemical 
families, such as alkaloid (piperidin-2-one), carboxylic 
acid (3-phenylpropanoic acid), lactone (5-dodecylox-
olan-2-one) and steroids (cholestanol and cholest-5-en-
3-one). In contrast, anal gland secretions of immature 

Table 2. Chemical compounds retained in the linear discriminant analysis to separate individuals according to sexual 
maturity status

Number of 
compound

Retention time 
(min)

RI calculated Molecular  
weight (g mol−1)

Name of  
compound proposed

Formula Cos

1 7.075 – 99 Piperidin-2-one C5H9NO 0.72*†
2 9.251 1328 150 3-Phenylpropanoic acid C9H10O2 0.68*†
3 11.9 1558 200 Dodecanoic acid C12H24O2 −0.52*‡
4 13.542 1720 226 Pentadecanal C15H30O 0.43
5 13.72 1739 226 (Z)-9-Tetradecenoic acid C14H26O2 −0.44
6 13.886 1757 228 Tetradecanoic acid C14H28O2 −0.76*‡
7 14.499 1821 240 Hexadecanal C16H32O 0.44
8 14.566 1827 234 Bakkenolide A C15H22O2 −0.42
9 14.846 1856 242 Pentadecanoic acid C15H30O2 −0.33
10 15.512 1922  – Hexadecenoic acid 

derivative
C16H34O2 −0.24

11 15.704 1940 254 9-Hexadecenoic acid C16H30O2 −0.55*‡
12 15.914 1959 256 Hexadecanoic acid C16H32O2 −0.73*‡
13 16.702 2030  – Heptadecanoic acid 

derivative
C17H34O2 −0.39

14 17.023 2058 270 Heptadecanoic acid C17H34O2 −0.49
15 17.615 2108 254 5-Dodecyloxolan-2-one C16H30O2 0.87*†
16 17.973 2137  – Octadecenoic acid 

derivative
C18H34O2 −0.70*‡

17 18.268 2161 284 Octadecanoic acid C18H36O2 −0.74*‡
18 20.343 2321  – Ethyl linoleate derivative C20H40O2 −0.37
19 20.902 2362 312 Eicosanoic acid C20H38O2 −0.58*‡
20 27.093 2813 410 Squalene C30H50 −0.73*‡
21 27.814 2867 368 Cholesta-2,4-diene C27H44 0.48
22 31.125 3123 386 Cholesterol C27H46O −0.18
23 31.208 3130 388 Cholestanol C27H48O 0.88*†
24 32.513 3236 384 Cholest-5-en-3-one C27H44O 0.62*†

Abbreviations: Cos, cosines between the 24 compounds and the first axe of the linear discriminant analysis (proxy of the contribution to the 
discriminant function); and RI calculated, Kovats’ retention index calculated using a mixture of C7–C40 alkanes with known RIs. *Compounds having 
a cosine > 0.5 (as an absolute value). †Compounds characterized sexually mature individuals. ‡Compounds characterized immature individuals.
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individuals were relatively rich in fatty acids (e.g. dode-
canoic acid, tetradecanoic acid, 9-hexadecanoic acid, 
hexadecanoic acid, octadecenoic acid derivative, octade-
canoic acid and eicosanoic acid). They also presented a 
high relative abundance of a triterpene (squalene).

SCENT INFORMS ON SEX AND SOCIAL STATUS IN ADULT 
INDIVIDUALS

Of the 82 chemical compounds, 16 disappeared or 
were found in < 5% of sexually mature individuals. 
The PERMANOVA performed on the remaining 66 
chemical compounds indicated a difference between 
social status (pseudo-F F1,59 = 4.58, P = 0.003), but not 
between sexes (pseudo-F F1,59 = 1.90, P = 0.096), and 
a significant interaction between sex and social sta-
tus (pseudo-F F1,59 = 3.23, P = 0.02). Of the 24 selected 
chemical compounds, five disappeared or were found 
in < 5% of sexually mature individuals [dodecanoic 
acid, (Z)-9-tetradecenoic acid, bakkenolide A, hepta-
decanoic acid derivative and ethyl linoleate deriva-
tive; Table 2]. The PERMANOVA performed on the 19 
remaining compounds gave similar results to the one 
performed on the 66 compounds (social status, pseudo-
F F1,59 = 6.11, P = 0.031; sex, pseudo-F F1,59 = 1.58, 
P = 0.18; and interaction, pseudo-F F1,59 = 3.48, 
P = 0.032), indicating that no chemical information 
was lost using our procedure for compound selection.

The first two axes of the LDA performed on the 19 
compounds separated adult individuals according 
to sex and social status well (Fig. 2). The first axis 
clearly opposed subordinate individuals and dominant 
individuals, whereas the second axis clearly opposed 
females and males. The LDA correctly assigned 87.50% 

of dominant females (only two dominant females were 
misclassified as dominant males) and 72.73% of subor-
dinate females (three subordinate females were mis-
classified as subordinate males). In males, the LDA 
correctly assigned subordinate individuals much bet-
ter than dominant individuals (90.91% and 64.29%, 

Figure 1. Box-plot of the score on the axis of the linear discriminant analysis (LDA) separating immature (light grey cir-
cles) from sexually mature individuals (dark grey circles).

Figure 2. First factorial map of the linear discriminant 
analysis (LDA) separating adult individuals according to 
sex and social status. Sex: males are represented by blue 
triangles and females by red circles. Social status: domin-
ant (Dom) individuals are represented by filled symbols 
and subordinate (Sub) individuals by open symbols. Three-
year-old individuals (N = 9) are identified with an arrow.
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respectively). Two dominant males were misclassified 
as dominant females, and three of them were misclas-
sified as subordinate males, whereas only two subor-
dinate males were misclassified, as a dominant male 
and a female. We found that anal gland secretions of 
sexually mature female Alpine marmots were rela-
tively rich in fatty acids, piperidin-2-one (alkaloid) and 
cholestanol (steroid) compared with male individuals. 
Anal gland secretions of male Alpine marmots were 
instead relatively rich in hexadecenoic acid deriva-
tive (fatty acid), pentadecanal and hexadecanal (alde-
hydes), squalene (triterpene), cholesterol (steroid) 
and 3-phenylpropanoic acid (carboxylic acid) (Fig. 3). 
Furthermore, anal gland secretions of subordinate 
male Alpine marmots were relatively rich in choles-
terol (steroid) and 3-phenylpropanoic acid (carbox-
ylic acid) compared with dominant male individuals. 
Conversely, anal gland secretions of dominant female 
Alpine marmots were relatively rich in cholestanol 
(steroid) and pentadecanoic acid (fatty acid). One lac-
tone (5-dodecyloxonan-2-one) seems to characterize 
dominant individuals, regardless of their sex (Fig. 3).

DISCUSSION

Our results indicated that the chemical composition 
of anal gland secretions strongly differed between 
sexually mature and immature Alpine marmots. When 

considering only adult Alpine marmots, our results also 
indicated that the chemical composition of anal gland 
secretions differed according to sex and social status.

SCENT OF SEXUAL MATURATION

We expected that the chemical composition of anal 
gland secretions would change after sexual maturity. 
This expectation was validated in the Alpine marmot. 
A change in scent chemical composition with sexual 
maturation has previously been reported in a variety 
of mammals (e.g. Asian elephants, Elephas maximus: 
Rasmussen et al., 2002; giant pandas, Ailuropoda 
melanoleuca: Yuan et al., 2004; owl monkeys, Aotus 
nancymaae and Aotus spp.: MacDonald et al., 2008; 
Spence-Aizenberg et al., 2018; mandrills, Mandrillus 
sphinx: Setchell et al., 2010; Vaglio et al., 2016; and 
greater sac-winged bats, Saccopteryx bilineata: Caspers 
et al., 2011). Furthermore, Osada et al. (2009) have 
demonstrated that the composition of the urine of adult 
and prepubescent male rats differs significantly in the 
presence of a few specific compounds, and female rats 
are more attracted to the odour of adult males than that 
of prepubescent males, suggesting that the chemical 
composition of the urine of male rats is used by female 
rats to gain information about sexual maturity.

These differences in the chemical composition of 
anal gland scents between sexually mature and imma-
ture individuals might have several non-exclusive 
explanations. First, it is likely that these differences 
are a consequence of developmental processes. For 
example, these differences might reflect hormonal 
changes as individuals reach sexual maturity. Indeed, 
in many mammals, individuals reaching puberty show 
some modification of androgen concentrations (e.g. 
primates: Saltzman et al., 2011; giraffes, Giraffa cam-
elopardalis: Wolf et al., 2018). Regarding testoster-
one, some testosterone-dependent volatile compounds 
found in the urine of male mice (Mus musculus; 
Novotny et al., 1985) may modify male attractiveness, 
suggesting modification of the chemical composition 
by levels of testosterone (Jemiolo et al., 1985). It is also 
possible that these differences are the consequence of 
other maturation processes. For example, these differ-
ences might be explained by a change in diet with age 
(Hagey et al., 1997; Kwak et al., 2008; Schaefer et al., 
2010). The diet of Alpine marmots is mainly composed 
of leaves and flowers, particularly of dicots (Massemin 
et al., 1996; Garin et al., 2008), but whether the diet 
changes with age is yet to be documented in the 
Alpine marmot. Finally, this could also be explained 
by modifications of anal gland microbial flora with 
ageing (e.g. van Dongen et al., 2013; Leclaire et al., 
2014). Second, the scent of sexually mature individu-
als might signal to adults of the opposite sex that they 
are potential mates (Johansson & Jones, 2007) and to 
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Figure 3. Graphical representation of the cosines between 
the 19 compounds and the first two axes of the linear dis-
criminant analysis separating adult individuals according 
to sex and social status. Each number represents a specific 
compound (see Table 2 for the corresponding compounds). 
Each symbol represents a chemical family: alkaloid (1; 
filled circle), carboxylic acid (2; filled square), fatty acids 
(6, 9, 10, 11, 12, 14, 16, 17, 19; open circles), aldehydes (4, 7; 
open triangles), lactone (15; filled diamond), triterpene (20; 
filled triangle) and steroids (21, 22, 23, 24; open squares).
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same-sex adults that they are potential competitors 
(Ralls, 1971; Brown 1979; Gosling & Roberts, 2001). 
A change of scent chemical composition as individuals 
mature might also be a way for immature individu-
als to avoid aggression by dominant individuals, which 
may focus their aggression towards direct competitors 
(Rasmussen et al., 2002).

SEX EFFECT

We expected that the chemical composition from anal 
gland secretions would differ between sexes. We found 
such a sex difference, but only in adult individuals; a 
result also found in mandrills (Setchell et al., 2010). We 
found that the anal gland secretions of adult female 
Alpine marmots were relatively rich in cholestanol 
compared with adult male individuals, which was like-
wise found in anogenital gland secretions of female 
giant pandas (Yuan et al., 2004). The anal gland secre-
tions of adult male Alpine marmots were instead rela-
tively rich in pentadecanal, and this compound has also 
been reported to be relatively more abundant in male 
than in female adult giant pandas (Yuan et al., 2004).

Our results indicate that the chemical composition 
of anal gland scent might be used for sex recognition 
in the Alpine marmot. The ability of scent secretions 
to inform on sex is well documented in both euther-
ian mammals (e.g. hyena, Crocuta crocuta: Drea et al., 
2002; ring-tailed lemurs, Lemur catta: Hayes et al., 
2004; Scordato et al., 2007; owl monkeys: MacDonald 
et al., 2008; Eurasian otters, Lutra lutra: Kean et al., 
2011; brown bears, Ursus arctos: Rosell et al., 2011; 
giant pandas: Yuan et al., 2004) and monotremes (e.g. 
short-beaked echidna, Tachyglossus aculeatus: Harris 
et al., 2012, 2014). Classically, sex recognition from 
olfactory cues has been suggested to play a role in sex-
ual interactions such as mate location (Alberts, 1992), 
mate attraction (Haymann, 2006) and mate choice 
(Johansson & Jones, 2007). Furthermore, Alpine mar-
mots are not sexually dimorphic in size and colour pat-
tern; therefore, a sex-specific chemical scent might play 
an important role in sex recognition in this sexually 
monomorphic species. We cannot discard these hypoth-
eses, but our results also support the prediction that 
sex recognition from olfactory cues might allow sexu-
ally mature individuals to target same-sex competitors 
during competitive interactions. In the Alpine marmot, 
intrasexual competition for dominant status still occurs 
after the mating season, with dominant individuals 
often being challenged and evicted during the whole of 
the active period. Accordingly, we found sex differences 
in anal gland secretions sampled after the mating sea-
son. More information is needed, however, to ascertain 
whether sex recognition from olfactory cues plays a role 
in intrasexual competition in the Alpine marmot.

SOCIAL STATUS EFFECT

We expected that the chemical composition of anal 
gland secretions would differ between dominant and 
subordinate individuals. This expectation was vali-
dated in the Alpine marmot, suggesting that the chem-
ical composition of anal gland secretions might convey 
information on social status in both sexes in the Alpine 
marmot. This result was consistent with other studies 
in mammals (e.g. Hayes et al., 2002; Burgener et al., 
2009; Setchell et al., 2010).

This social status signature in Alpine marmot anal 
gland secretions might be attributable, in part, to social 
status being confounded with age in our samples. Indeed, 
the majority of subordinate individuals were 2 years old, 
whereas all dominant individuals were 3–12 years old. 
However, both dominant (N = 5) and subordinate (N = 4) 
individuals were found among 3-year-old individuals. 
Three-year-old dominant individuals had chemical pro-
files corresponding to that of older dominants, whereas 
3-year-old subordinate individuals had chemical profiles 
that corresponded to that of 2-year-old subordinate indi-
viduals. Although the number of 3-year-old individuals 
was small, these results suggest that it is unlikely that 
the differences we found in chemical composition of anal 
gland secretions between dominant and subordinate 
individuals were attributable to an age effect alone.

Instead, we believe that these differences result 
from the outcome of intrasexual competition in Alpine 
marmots. Indeed, the competition for dominant status 
occurring between same-sex individuals within family 
groups of cooperative breeders results in the dominant 
individual suppressing the reproduction of non-evicted 
subordinate individuals. In Alpine marmots, there is 
a clear role of aggression by dominant individuals in 
the reproductive suppression of same-sex subordin-
ate individuals (Arnold & Dittami, 1997; Hackländer 
et al., 2003), whereas direct suppression through olfac-
tory cues, as in other cooperative breeder species (e.g. 
inhibition of ovulation in daughters in cooperatively 
breeding primates; Ziegler, 2013), has not been evi-
denced. Aggression by dominant individuals results 
in high rates of stress hormones (e.g. corticosteroids), 
which in turn leads to low levels of testosterone in sub-
ordinate males and low levels of progesterone in sub-
ordinate females (Arnold & Dittami, 1997; Hackländer 
et al., 2003). These physiological consequences of sub-
ordinate reproductive suppression may thus explain 
the differences in chemical composition we found 
between subordinate and dominant individuals of 
both sexes. However, reproductive suppression is not 
complete in subordinate males, which can sometimes 
gain extra-pair paternities (Goossens et al., 1998; 
Cohas et al., 2006). This incomplete reproductive sup-
pression in male subordinates might explain the sig-
nificant interaction between sex and social status in 
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PERMANOVAs and may thus explain why the differ-
ence in chemical composition of anal gland secretions 
between dominant and subordinate individuals was 
more pronounced in females than in males.

The differences in anal gland scent profiles between 
dominant and subordinate Alpine marmots might 
reduce overt conflicts among same-sex group adults, 
as suggested in other species (e.g. owl monkeys: 
MacDonald et al., 2008). The scent of subordinate 
Alpine marmots might carry a non-threatening mes-
sage to dominant individuals, which might then refrain 
from aggression. Likewise, field observations indicated 
that subordinate Alpine marmots often avoided com-
ing too close to the same-sex dominant individuals; an 
avoidance also described in other species (e.g. Asian 
elephants; Rasmussen et al., 2002).

CONCLUSION

Our results suggest that olfactory cues may serve 
in intrasexual competition in the Alpine marmot by 
informing others of sexual maturity, sex and domin-
ance status. Our study supports the hypothesis that 
a change of scent chemical composition as individuals 
mature and become dominant could be a way in which 
to regulate the conflict (in both sexes) over access to 
dominance (and therefore reproduction) in cooperative 
breeders. Dominant individuals direct their aggres-
siveness towards individuals that represent the major 
threat and suppress the reproduction of subordi-
nates (Young, 2009; Clutton-Brock & Huchard, 2013). 
However, to validate our conclusions, future behav-
ioural experiments should investigate the response of 
individuals to the odour of conspecifics differing in sex-
ual maturity, sex and social status.
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AANNEXE 3





Pour l’ensemble des marmottes capturées en 2017 et 2018 nous avons récoltés des 

glandes anales et buccales à l’aide de lingettes (

Győr, Hungary

s avoir nettoyé les glandes anales et buccales à l’éthanol

afin d’en faire sortir une petite quantité de sécrétion odorante.

trile afin d’éviter de contaminer les échantillons.

™, qui est une matière qui n’émet aucun composé chimique, et stocké à 

température ambiante (environ 5°C) jusqu’au début de l’expérience. Cette méthode de 

™

l’un de 

l’aut de l’entrée 

principale du terrier (afin de maximiser les chances d’être 

à l’aide d’aimants 



au moment du pic d’activité des marmottes

les odeurs utilisées ont été attribuées à l’un ou l’autre tube métallique 

l’expérimentateur s’est 

placé en dehors du territoire focal afin de ne pas déranger les marmottes. L’expérienc

suffisamment près du dispositif expérimental, l’expérimentateur 

l’expérience à l’aide d’

. L’essai était considéré 



un succès si n’importe quel individu membre du groupe focal reniflait et/ou 

marquait au moins une fois l’une des deux lingettes, et ce dans l’heure qui suivait le début 

de l’expérience, mais été considéré comme un échec si rien ne se passait dans ce temps 

imparti. Une fois qu’un individu reniflait et/ou marqu l’une des deux lingettes, 

l’expérience continuait pendant encore 30 minutes mais s’arrêtait si un autre individu 
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