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Introduction

Etude de la biodiversité pour une meilleure action conservatoire et un meilleur accompagnement des
politiques publiques.

|/ Exemples de contributions et travaux du CEN

|I/ Nouvelle méthode d'etude de U'Ecrevisse a pattes blanches : résultats preliminaires
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Etude de la biodiversité pour une meilleure action conservatoire et un meilleur accompagnement des
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Introduction

Etude de la biodiversité pour une meilleure action conservatoire et un meilleur accompagnement des
politiques publiques.

Outils disponibles

4 )

Méthodes plus ou moins
invasives et destructrices, et
plus ou moins colteuses en
temps et en argent.

\_

Détermination
morphologique

Capture/piégeage
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Prospection visuelles d’indices de

Prospections présence (crottes, poils,
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_ ] i i /ADN contenu dans une cellule ou fragment
L'ADN environnemental : qu est-ce que c est? libre que I'on retrouve dans I’environnement.
Pas collecté directement sur I'individu.
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_ i _ i /ADN contenu dans une cellule ou fragment
L'ADN environnemental : qu est-ce que c est? libre que I’on retrouve dans I’environnement.
Pas collecté directement sur I’'individu.
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Introduction

L'ADN environnemental : a quoi ¢a sert ?

Bl
ATGTTGACTCTBACTCGCETC.E.ECTG

ATETTEACTCTIAETEEEITC.E..ETG

ATGTTGACTCTEA:T:E ﬂTcﬁGIGCTG
g0
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Extraction d'ADN Amplification du Séauengane a nant
oeve d'intéret débit (NGS)

——  Obtention d'uve liste de taxa

Analyse de données
Comparaison avec les
bases de downées

- Caractérisation de la biodiversité : richesse spécifique, estimation d’abondance, analyse de régime alimentaire...



Introduction

§ L'ADN environnemental : a quoi ¢a sert ?

Metabarcoding

Rechercher la présence Caractériser la variabilité Caractériser la biodiversité au
(ou I'absence) d’une intraspécifique (individus) niveau spécifique (inventaire)
espece




Vers une nouvelle méthode
de détection des espéces
de mammiféres semi-aquatiques :

Exemples de contributions et travaux du CEN THESRG

Matrice : eau

Recherche présevce/absence

IELICETEEN Projet 1: test de détectabilité
selon les espéces.

Especes cibles : mammiferes semi-aquatiques
Espéce cible D (dont le Desman des Pyrénées)

prélévements détections

Campagnol

amphibie 4 4

Castor d’Eurasie 3 3

Desman des \ \ . - Steinmetz et al. 2018
Pyrénées ‘ ° Pas de succes pour les especes présentes en faible
Loutre d’Europe 1 0 d ens |té

Vison d’Europe 3 0

Putois d’Europe 1 0

Ragondin 1 1

ot 2 0 Tests en cours pour améliorer la technique : dans
Vison d'Amérique , 0 le cadre de la these de Loan Arguel.

Rat musqué - -

Raton laveur 2 2 . )
Rat surmulot - - A suivre...



https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwi2nqygod-EAxXZf6QEHW_XDUQQFnoECA4QAQ&url=https%3A%2F%2Fprofessionnels.ofb.fr%2Fsites%2Fdefault%2Ffiles%2Fpdf%2FRevueFS%2FFauneSauvage319_2018_Art2.pdf&usg=AOvVaw02qN03RC686ArRbYLAavlK&opi=89978449

Exemples de contributions et travaux du CEN

Matrice : eau

Recherche présevnce/absence

Recherche d'espéces patrimoniales : découverte

de populations de Grande Mulette confirmées
par des plongées. Priéetal 2019

()Caractérisation des populations de ces especes
() Arrét de travaux prévus en riviere (Arros, 32)

Classement ENS

Prié, V. 2020.- La Mulette perliere dans 'Agout — recherche par analysde
UADN environnemental. CEN Midi-Pyrénées, 4 pp

Une Grande Mulette a tres faible profondeur,
au niveau du moulin d'Espalangue (Prié, V. &
F. Néri 2016. Recherche de la Grande Mulette
Margaritifera auricularia sur |'Arros (Gers).
Conservatoire d’Espaces Naturels Midi-
Pyrénées — Biotope



xemples de contributions et travaux du CEN

Matrice : eau

Recherche présence/absence

Détection  précoce  d'espéces  exotiques © Laurent Pntcharraud

envahissantes : recherche de la Grenouille Grenouille taureau (ou 2 autres sp. exotiques)  perecTion | Obsenvateus %
taureau au nord de Toulouse suite a une Aquascop i OFB 31 i CEN Occitanie. |

i oA SIGNALEMENT Formulaire Alerte EEE Faune i
Signalement en février 2023 DX Crabe bleu .El v

Mail aux référents EEE
alerte. ;
. ques Validation de l'interprétation des résultats m

aupres du laboratoire d’analyses ADNe IDENTIFICATION o ‘ 3 ‘
. / VALIDATION
spec‘.\o“ DE DONNEE & | e
(O '
x+ P

o s Référents stratégies
Menace directement la survie des régionales EEE

amphibiens indigénes, par prédation bes s ’Q‘ |
directe et par compétition interspécifique, EVALUATION e
ou par transmission de nombreuses DES RISQUES
maladies, dont la chytridiomycose (Détain

Vé Ve . o . ) P . L% AL \‘z~
Résultats négatifs | = et Coic, 2003; (Garner et ol 2006)

* Enquéte de [I'OFB auprés d'un . -
restaurateur a proximité. Avril 2023 =

* Prospections diurnes et nocturnes (OFB tmﬂf\i‘fﬂ'&‘im VEILLE @ '"TERVENT'ONJ m
31 + CEN Occitanie) Juillet et aolt 2023 des risques) - =

* Nouveaux préléevements et analyses u o &N
ADNe (CEN Occitanie, et GeColab) e
Septembre 2023

En savoir plus sur les
stratégies EEE

* Pas de nouvelle détection !
(résultats en décembre 2023)

Prevention

© Cdr EEE # En 2024, actions de prospections du Xénope lisse au Sud de Toulouse



http://especes-exotiques-envahissantes.fr/espece/lithobates-catesbeianus/
http://especes-exotiques-envahissantes.fr/espece/lithobates-catesbeianus/
https://iconoclic.fr/emoticones-personnes/%F0%9F%98%AE%E2%80%8D%F0%9F%92%A8-emoji-qui-souffle-smiley-ouf/

Exemples de contributions et travaux du CEN

InsylBioS i
- CNF
Matrice : sols y cF INRAZ

ADEME
s

. Trirtre
AGE DE LA =

Caractéricer la Viediversité

Caractériser la diversité de la fonge et la faune du sol dans
des contextes de peuplements forestiers avec des historiques

Metabarcoding (Emberger et al., 2023)

Pour chaque placeau :

Description peuplement : Flore (vasculaire + Formes d’humus :

d e g e St | O n CO n t ras té S . - Surface terriere par bryophytes) : Descriptions par horizon :
essence - Espeéces présentes - Aspects des feuilles
- Structure (répartition par strates - Taux et nature des MO
diametres) - Coefficients de - Abondance mycelium/racines
e recouvrement - Transition
4 . ) z - PointL gf’;hsatmn Macrofaune du sol : structure horizon A
Création d’indices permettant de  caractériser le i e e
H HL 4 (ordre - familles)
fonctionnement du sol et notamment la productivité vz M

Pour chaque placette (site) :

() Description station Analyses
. . . I P4 . . .z Description peuplement: - Pente physico-chimiques
Vers un outil de diagnostic de sensibilité de la biodiversité - Hauteur moyenne - Altitude - chantillon
7 - Hauteur dominante - Exposition composite 0-10 cm
d e S S 0 | S H - Situation topographique - Horizon sous-
- Forme versant (concave...) jacent fosse

Pierrosité de surface (%, nature)
Nature roche mére (carte géol.)

ADN faune - fonge
(échantillon composite 0-10cm)

Teneurs en cations

- OTU/espéces présents : CEC, S, 571
JeT) . pe . . . ) Description fosse - pHeauetKCl
() Amélioration de la compréhension des liens entre gestion (ichantlon composte 0-10c) | SEREURIEEE N N
forestiere et biodiversité des sols pour une meilleure prise en D onimee . [ e
compte de la vie des sols par les forestiers. i+e en COUNSw  ndeesnimaorias G —
MV\@ S(A\ Electromagnétisme* - Eléments grossiers (%, nature) potentielle azote
- Susceptibilité magn. - Abondance racines
- Viscosité magn. - Couleur


https://www.cen-occitanie.org/insylbios/

Exemples de contributions ettravaxx du CEN N aturae
Matrice : feces Loutre d’'Europe

Caractériser les populations (clusters aénétiques)

© Johan Michaux

ADNe pas nécessaire en soi pour la présence/absence, car
identification aisée par les épreintes

() Preuve d’un brassage génétique entre populations

..............

nsz‘n‘;::ﬁ:\ﬁ
RESE,‘“C\'\P‘ . “‘eb ?“: C ﬂ\.‘\'o‘e o M\F::\no-‘““e-ts'““ 7 & ‘, : N 4
eeadT ot P 5 (&)l public Dynamlque reglonale de la huﬁt
N e I C“‘\“Z‘:cg e rec et ::‘,::‘: e ;ﬁ;“\‘ e . en Midi- Py”ﬁeneﬁI 2 W_i & 2
Succes de la méthode ! e e P . ¥
\:‘se—wg‘m\daxg;":$ e B ; — B == W
(2:: me.l\l ° 5 '77,/

() Identification des causes du déclin ( agriculture intensive -et donc
pollution et qualité d’habitat-plutot que les continuités écologiqu

Changement de priorité dans les actions menées dans le PNA Loufre -

Intensive agriculture as the main limiting factor of the otter’s return in
southwest France

P | gnheur et = | '. , 20 1 8. 20 1 9 Thibaut Couturier *, Julien Steinmetz ™, Pierre Defos du Rau®, Daniel Marc **“, Emma Trichet ",

Régis Gomes b, Aurélien Besnard*

Contents lists available at ScienceDirect

Biological Conservation



https://sciencepress.mnhn.fr/fr/periodiques/naturae/2018/6
https://link.springer.com/article/10.1007/s10592-019-01199-9

naturae

202117

Exemples de contributions et travaux du CEN

t.des Desmans des Pyrénées
“Geoffroy Saint-Hilaire, 1811)

Barcoding

Metabarcoding

i . Desman des Pyrénées
Matrice : feces y

Amélioration des conmaissances sur la répartition de
'espece, lutilisation de lespace, son réaime alimentaire et
la structuration génétique des populations en France.

Adaptation de F'action publique selon la zone hydrologique dans le cadre d’une gestlo cohérente sur
I’ensemble de Iaire de répartition de I'espéce. Publication de 4 livrets techniques de recommandations
N , concretes pour la prise en compte concréte du Desman.
Succes de la méthode — [ e
LVRET 1 mm.m . s

4 F
RS
‘#

Crédits photos Lucas Santucci Agence Zeppelin

UVRET 3 CARER DFS OJARGES PO
VA REALZSATION DES SUIVTS OU DESMAN
Os Pyeintis

Facilitation de la détection de I’espece.

Lonorm,

T Besran

des Pyrénées

AN

des Pyrépees
AL

Zoo 160452

Beed

27505 Gijjgqn
et b

CR-RELp ;" Conn

e monitorin
Genetic m
(Galemys ™

Origralinvestigation
A new method to identify the
‘pyrenaicus) and to study its di
from faeces

Inscription du Desman des Pyrénées comme « Vulnérable » (VU) dans la liste rouge des Pt
mammiféres de France métropolitaine depuis 2017. i

) Mise en place d’un outil cartographique d’alerte pour
systématiser la prise en compte de l'espece lors de
travaux.

(Légende - Noir: Desman présent actuellement, Gris: Desman
32 présent historiquement, Blanc : Desman absent historiquement) Outil cartographique dalerte y

(export de décembre 2019) 03 s 4@.




Exemples de contributions et travaux du CEN



https://www.istockphoto.com/fr/portfolio/ilbusca?mediatype=illustration

Exemples de contributions et travaux du CEN



https://www.istockphoto.com/fr/portfolio/ilbusca?mediatype=illustration

Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

Restauration du réservoir biologique des
ruisseaux et zones humides du bassin versant
de la Justale et du Louch Rieumajou, dans une
démarche concertée

W Conservatoire A dad
[\ J d'espaces naturels V. 3

H H SYNDICAT RIVIERES
Occitanie i




Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

Contexte

Ruisseaux du piemont pyrénéen (Comminges) en mauvais etat dans contexte tres
agricole (piétinement, pas d’entretiens ou coupes de ripisylve...).

Enjeu Austropotamobius pallipes.

Objectif

Améliorer la détection de I'espece en simplifiant les protocoles.

Conservatoire Vv a T
) d'espaces naturels LB B
SYNDICAT RIVIERES




Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

Utilisation de 'ADNe pour la détection de l'Ecrevisse a pattes
blanches (et des écrevisses en général)

Analyses realisées sur préelevements d’eau (de 150ml a 14L).

Préelevements nécessitant du matériel couteux (pompes
peristaltiques, filtres...) et souvent au moins 30 minutes par
réplication.

(Tréguier et al., 2014 ; Ikeda et al. 2017 ; Larson et al., 2017; Mauvisseau et al., 2016 ; Agersnap et
al., 2017 ; Larsson et al., 2017 ; Dougherty et al., 2016 ; Cai et al., 2017; Rusch et al , 2020;
Atkinson et al., 2020, Chucholl et al.,, 2021,; Baudry et al., 2023); Grandjean)



https://besjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1365-2664.12262
https://www.journals.uchicago.edu/doi/abs/10.1086/704998
https://link.springer.com/article/10.1007/s10750-017-3210-7
https://link.springer.com/article/10.1007/s10750-017-3288-y
https://neobiota.pensoft.net/article/49358/
https://www.journals.uchicago.edu/doi/epdf/10.1086/704712
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fenvs.2021.639380/full
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/edn3.435
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiQ3qHGkOqEAxXidqQEHcbVDz0QFnoECA4QAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.arraa.org%2Fsites%2Fdefault%2Ffiles%2Fmedia%2Fdocuments%2Fjournees_techniques%2F2-_frederic_grandjean_-_universite_poitiers.pdf&usg=AOvVaw1_-xzXxDSUsXNP4hfIeyd4&opi=89978449

Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

Capacité des biofilms a capter 'ADNe

Macroinvertébrés

Diatomées

Q Poissons
(Rivera et al., 2021; Rivera et al., 2022)

Ecrevisses ?


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33385843/
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/1755-0998.13568

Etat de la connaissance de la répartition de l'Ecrevisse a pattes blanches
(Austropotamobius pallipes) sur les ruisseaux de la Justale et du Louch-Rieumajou
d'apreés les données collectées par le CEN Occitanie en 2020

4

Py

. ‘f »
o
v 0 N
E P v
B D™,
v

Observations localisées

1,'
© Ecrevisse a pattes blanches AN T "z
< .\~ Figarol

L |

Sections hydrographiques

— Présence de |'écrevisse

- Absence de 'écrevisse

~ Sections a prospecter

' __ i Limites du bassin versant
Limites communales

~_Estadens O 4 S
> : & 5 y 5 A g | @ ‘
o de carte - IGN Ortophoto 2016 . _ 0 500 1000 m " Conservatoire
: p B R : ——— ! v d'espaces naturels

fes - IGN 8D TOPO / BD CARTHAGE/ SICEN. - =
epton et réalisation: CEN OCCIFANIE janwier 2021 . 4 ﬂ

= o




A-Ec-T1

B-EE-T1

BoEC-T2 ‘

Justale (Référence) — Suivis en 2021, 2022 et 2023 (1000
Rieumajou A (Aval) — Suivis en 2021, 2022 et 2023 (1000
Rieumajou B (Amont) — Suivis en 2022 et 2023 (1500ml)

A-Ec-T2

A-Ec-T3
REFEC-T3

=

REF-Ec-T2




Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

[ ]
F Protocole en bref
QAT « Prospections écrevisses pédestres
BT ' nocturnes a 2 opérateurs sur 3 segments de
2 30 ml sur pour chaque troncon ¢
A-Ec-T3 \\
REF-EC-T3 @

REF-EC-T2
!

“

<
REFs£c-T1
&

Justale (Référence) — Suivis en 2021, 2022 et 2023 (1000ml)
Rieumajou A (Aval) — Suivis en 2021, 2022 et 2023 (1000ml)
Rieumajou B (Amont) — Suivis en 2022 et 2023 (1500ml)



Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

4

| Protocole en bref

s o * Prospections écrevisses pédestres

% 7 nocturnes a 2 opérateurs sur 3 segments de
30 ml sur pour chaque troncon ¢

Ve

3 points par troncon placés sur les segments

| suivis d’A. pallipes en diversifiant les facies

d’écoulement :

* Prélevement de biofilms (grattage de 3 a
* 5 cailloux par point et conservation dans
I’éthanol a 96% au frais) de jour et/ou de

nuit %




Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

Protocole analyses génétiques

Prélevements \Q/O\Q/

de biofilms
Année n




Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

Protocole analyses génétiques

de biofilms

Prélevements W

Année n




Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

Protocole analyses génétiques

Prélevements W

de biofilms




Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

Protocole analyses génétiques

Prélevements
de biofilms
Année n

1 analyse§
1 analyse§ 1 analyse§




Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

Type de détection

~(Da
®*

(1) T p d
séquences d’ADN
t t mises e

évidence.

% Prélevements de
biofilms
/ )
500 m @ 20241




Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

500 m

Type de détection

~(Da
®*

Tres p d
ségquences d’ADN
nt été mises e

évidence.

Prélevements de

biofilms et
nocturnes (

2022



Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

500 m

Type de détection

Iy

Tres peu de
séquences d’ADN
ont été mises en
évidence.

Prélévements de (
biofilms nocturnes

2025



Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

2021 2022

. . 0 -
Inventaire classique : 467 des troncons positifs

Détection par ADNe : 667 des troncons positifs

0
58 /o de résultats concordants ( ® / @) entre suivis classiques et résultats d’analyses génétiques. (14 résultats sur 24)



Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

2021 2022 2025

0
29/0 (7 sur 24) négatifs en suivis classiques et positifs avec les analyses génétiques. CD O

D (détections faibles en génétique) peuvent s’expliquer par une population a I’'amont,

2 vérifiées par des observations hors protocole (détections faible et forte).

Mais aussi ‘1 cas positif en suivi classique (en faible effectif) et détecté faiblement par la génétique.



Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

2021 2022 2025

&9 337 de résultats expliqués facilement.

&9 8% @)sur 24) faux négatifs : positifs en suivis classiques mais négatifs via I’ADNe.



Nouvelle methode d'etude de ['Ecrevisse a pattes blanches

Conclusion et perspectives §

« Comme souvent, ADNe et inventaires classiques sont complémentaires : meilleure
efficacité de détection de ’ADNe, estimation de ’abondance par inventaires classiques.

« QOutil pertinent a utiliser en amont d’'un programme de conservation de I’espece sur un
bassin-versant par exemple, pour prioriser les troncons a prospecter.

« Tester la capacité des biofilms pour d’autres groupes pour lesquels les résultats sont
négatifs dans la matrice eau : mammlfer semi-aquatiques (test en cours pour le Desman

des Pyrénées)




Merci pour votre attention

Occitanie université johan.michaux@uliege.be
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Exemples d operations conduites par le CEN

Matrice : Feces/Eau é\} A

1) Piege barber ADNe 2) Excrément 3) Excrément
Coléopteres sur cylindre témoin
enterré

coprophages #bousiers

En moyenne, 60% de similitudes entre
listes par détermination
morphologiques et listes issues des
résultats d’analyses d’ADNe.

-

w

© Orhan Grignon



Bilan des opérations conduites par le CEN

Questions que l'on se pose, et a laquelle ’ADNe peut répondre.
Traduction en actions de gestion.

Eau

L\j/'lamrlnifér%_j, semi aquatiques : Ne fonctionne pas sauf pour les animaux qui relarguent beaucoup de matiere et dont on voit directement les indices de présence sans avoir besoin
analyses d’ADNe.

Naiades (Margaritifera spp.): utile pour décrire les populations, en découvrir de nouvelles

Especes exotiques envahissantes : utile pour la détection d’EEE et vérification en plus de prospections classiques.

Sol
Détection des coléopteres dans cavités arbres

InsylbioS : détection non invasive d’especes protégées ou relativement rares. Permet d’obtenir des proxys pour la richesse en biodiversité des sols forestiers.

Féces
Desman : génétique des populations, caractérisation des populations, caractérisation du régime alimentaire...(cf rapport scientifique)

Loutre : historique de I'état des populations, et dynamiques..et identification des causes du déclin ( agriculture intensive -et donc pollution et qualité habitat-plutét que continuités
écologiques, comme mis en avant dans le PNA)



