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Résumé :

Parmi les différentes techniques utilisées pour I'étude de la biodiversité en vue de sa
conservation, 'ADN environnemental (ADNe) est souvent présenté comme un outil
facilitant les opérations de terrain et simplifiant les prospections. Les prélévements et
analyses sont réalisés sur diverses matrices comme l'eau, le terreau ou les feces. L'usage
de 'ADNe est apprécié pour son caractére non invasif et rapide a mettre en ceuvre. Son
utilisation se démocratise et tend a se systématiser en complément des techniques plus
traditionnelles. Nous faisons ici un bilan des opérations que nous avons menées, avec
présentation des résultats obtenus et leur traduction en actions de gestion. Ces
exemples concernent notamment le Desman des Pyrénées, la Loutre d'Europe, des
especes exotiques envahissantes (Grenouille taureau), les Naiades (Margaritifera spp.) et
des coléopteéres (bousiers et Taupin violacé). Nous présentons aussi une étude en cours
sur la diversité de la fonge et de la faune des sols forestiers. Enfin, nous rendons compte
de résultats inédits sur I'analyse moléculaire d'une matrice moins connue : les biofilms
aquatiques. Ces derniers, constitués par des communautés de micro-organismes tels
que les bactéries, les virus, les micro-algues et les protozoaires, se développent
naturellement sur les surfaces immergées auxquelles ils sont fixés par des
exopolysaccharides qu'ils produisent. La capacité des biofilms a capter 'ADNe de
macro-invertébrés benthiques et de poissons du milieu prélevés a été démontrée. C'est
la premiére fois que cela est testé pour la détection et le suivi des Ecrevisses & pattes
blanches en cours d'eau.

Abstract :

Among the various techniques used to study biodiversity with a view to its conservation,
environmental DNA (eDNA) is often presented as a tool that facilitates field operations
and simplifies surveys. Samples and analyses are taken from various matrices such as
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water, soil or faeces. eDNA is appreciated for being non-invasive and quick to use. Its
use is becoming more widespread and more systematic as a complement to more
traditional techniques. Here we present an overview of the operations we have carried
out, with a presentation of the results obtained and their translation into management
actions. Examples include the Pyrenean Desman, the European Otter, invasive alien
species (Bullfrog), Naiads (Margaritifera spp.) and beetles (dung beetles and the Violet
click beetle). We also present an ongoing study on the diversity of fungi and fauna in
forest soils. Finally, we report unpublished results on the molecular analysis of a
lesser-known matrix: aquatic biofilms. Finally, we report unpublished results on the
molecular analysis of a lesser-known matrix: aquatic biofilms. Biofilms, made up of
communities of microorganisms such as bacteria, viruses, microalgae and protozoa,
develop naturally on the submerged surfaces to which they are attached thanks to the
exopolysaccharides they produce. The ability of biofilms to capture eDNA from benthic
macro-invertebrates and fish in the environment sampled has been demonstrated. This
is the first time that this has been tested for the detection and monitoring of
white-clawed crayfish in rivers.

1. Introduction piégeage d'individus. Les méthodes de
la connaissance, comme point de prospection permettant de détecter des

départ pour la conservation de la especes, meéme lorsquielles  sont

biodiversité ast une étape présentes en faible abondance, ont

: . longtemps été invasives  voire
incontournable que les conservatoires gtemp

’ intégré ructrices, mpri rol
d'espaces naturels ont intégrée dans destructrices, y compris pou €s

. . . < iblé Rani nsson
leur ligne de conduite Connaitre, especes  ciblées (Ranius & Jansson,

Protéger, Gérer, Valoriser, Accompagner 2002). D'autres méthodes, s'appuyant
sur la bio-écoacoustique ou la recherche
d'indices de présence (ex : poils, feces,

empreintes), ont permis de limiter

(CPGVA). Le Conservatoire d'espaces
naturels d'Occitanie (CEN Occitanie)
ceuvre depuis plus de 30 ans en faveur
du patrimoine naturel et mene de l'impact sur les populations étudiées
(Andersen et al., 2021; Arguel et al.,
2022; Mosconi et al., 2017; Poncet et al.,
2021). Les méthodes basées sur I'ADN

environnemental (ADNe) apportent une

nombreuses études sur la biodiversité
afin d'assurer une meilleure action
conservatoire et un meilleur
accompagnement des politiques

: . meilleure réponse a ce probleme, en
publiques. Pour mener ces études, de P P '

permettant la détection d'organismes
ciblés sans les capturer, et en réduisant
les perturbations sur I'écosysteme avec

nombreux outils sont disponibles, plus
ou moins invasifs et destructeurs pour
la biodiversité, et plus ou moins
chronophage et  codteux : la des campagnes de terrain moins
chronophages (Barnes & Turner, 2016;

Poulet & Basilico, 2019; Encart 1).

détermination morphologique
impliguant ou non la capture ou le
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Encart 1. L'ADN environnemental

L'’ADNe est de 'ADN contenu dans une cellule ou sous forme de fragment libre que l'on
retrouve dans l'environnement (Figure 1). Il n'est donc pas forcément collecté
directement sur l'individu, mais a travers différentes matrices environnementales telles
que l'eau, le sol, les feces, les sédiments ou les biofilms (Poulet & Basilico, 2019).

Figure 1 : Représentation schématique de molécules d’ADN environnemental
contenues dans des cellules ou sous forme de fragments libres, prélevées dans un
milieu aquatique.

L'’ADN contenu dans ces matrices est ensuite extrait en laboratoire dans une salle
dédiée, ou un protocole de stérilisation aux rayons UV est appliqué afin d'éviter tout
risque de contamination. L'extraction se fait suivant un protocole défini par le
laboratoire, la plupart du temps en utilisant un kit commercial.

Deux approches complémentaires peuvent alors étre utilisées :

- Une approche permettant la recherche d'une espece cible bien définie (barcoding)
a partir d’/ADNe. Pour atteindre cet objectif, un gene d'intérét est amplifié grace a
des amorces spécifiques a I'espéce cible (en général par PCR quantitative en
temps réel - gPCR ou PCR digitales - ddPCR) par un thermocylceur spécifique. Ces
analyses sont effectuées dans des conditions optimales de température.

- Une approche permettant un screening plus global de groupes d'organismes
présents dans le milieu étudié (metabarcoding). Pour atteindre cet objectif, la
techniqgue de séquencage a haut débit (next-generation sequencing - NGS)
permet l'acquisition simultanée de données relatives a des millions de fragments
d'ADN, qui sont ensuite comparés aux séquences de bases de données de
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référence avec des seuils de similarité. Le traitement bioinformatique des
résultats permet alors de caractériser la biodiversité par obtention d'une liste de
taxa (richesse spécifique, estimation d'abondance, analyse de régime
alimentaire...).

En résumé, selon l'objectif de I'étude, plusieurs approches peuvent étre envisagées : le
barcoding permet de rechercher la présence (ou l'absence) d'une espéce (Arias et al.,
2016; Gillet et al., 2016), voire de caractériser la variabilité intraspécifique, tandis que le
metabarcoding fait office dinventaire en caractérisant la biodiversité au niveau
spécifique (Biffi et al., 2017).

Ces approches sont particulierement aquatiques, le barcoding de I'ADNe ou le
intéressantes pour les études de metabarcoding  sont  généralement
présence/absence lorsqu'il s'agit effectués a partir de sédiments ou
d'especes fragiles et menacées. En ce d'échantillons d'eau filtrée (Poulet &
qui concerne les organismes Basilico, 2019; Encart 2)

Encart 2. Exemples de contributions et travaux du CEN Occitanie par type de
matrices environnementales

1.1. Matrice eau

Le CEN Occitanie a contribué a des études de 'application des méthodes ADNe pour la
détection de mammiferes semi-aquatiques en participant notamment a la récolte
d'échantillons sur le terrain (Steinmetz et al., 2018). Usuellement, la recherche d'indices
de présence (e.g. les restes de repas, les feces ou d'autres traces) est privilégiée pour le
suivi de ces taxons, dont la détection est tres variable du fait d'un fort biais dG a
'observateur (détection et détermination). Pourtant, la connaissance et le suivi de leur
répartition sont essentiels, d'autant que plusieurs de ces especes font I'objet de plans
nationaux d'actions (PNA), telles que la Loutre d'Europe (Lutra lutra), le Vison d’Europe
(Musteola lutreola) et le Desman des Pyrénées (Galemys pyrenaicus). Le metabarcoding
réalisé avec un couple d'amorces universel pour les mammiferes permet d'avoir une
information de présence-absence pour chaque taxon. Cette étude montre que la
méthode ADNe fonctionnait surtout pour les especes présentes en forte densité dans
le milieu ou laissant de nombreux indices de présence facilement identifiables (e.g.
Ragondin). La pertinence de son utilisation pour les mammiféres est donc limitée. La
détection des especes plus discretes reste tres faible avec ces approches de
metabarcoding, notamment pour le Desman des Pyrénées, pour lequel le CEN
Occitanie poursuit les études pour améliorer la technique dans le cadre d'une these
CIFRE. D'autres approches basées sur la technologie des PCR digitales donnent
maintenant des résultats tres prometteurs.

-15 16 ET 17 MARS 2024 I



OUTILS ET TECHNIQUES

L'utilisation de 'ADNe s'est montrée particulierement efficace pour la recherche de
populations d'especes patrimoniales de bivalves dulcaquicoles. Ainsi, des populations
de Grande Mulette (Margartifera auricularia) ont été découvertes dans I'Arros (32) puis
confirmées par des observations plongée, ce qui a notamment interrompu des travaux
prévus en riviere et de classer le site de découverte en espace naturel sensible (ENS)
(Prié, 2019; Prié & Néri, 2016). La Mulette perliere (Margatifera margatifera) a également
fait l'objet de recherche par ADNe, ce qui a validé la disparition d'une population
historique dans I'Agout (81) (Prié, 2020).

La détection précoce d'espéces exotiques envahissantes (EEE) est une application
pertinente de 'ADNe, qui est notamment mobilisée par le CEN Occitanie dans le cadre
de la Stratégie régionale relative aux EEE Faune d'Occitanie (Gilliot & Lang, 2021). Le
CEN Occitanie a récemment réalisé des prélevements d'eau au nord de Toulouse dans
le cadre dans une démarche préventive suite a une alerte donnée par un bureau
d'études. L'espece cible du barcoding était la Grenouille taureau (Lithobates
catesbeianus), reconnue au niveau mondial comme l'une des 100 especes exotiques
envahissantes les plus néfastes au monde. Les résultats des analyses ADNe,
combinées a des prospections classiques ont confirmé I'absence de I'espece, jusque-la
inconnue dans la région. LADNe est amené a étre utilisé a nouveau dans le cadre des
actions de prévention menées par le CEN Occitanie sur le Xénope lisse (Xenopus laevis)
notamment.

1.2. Matrice sol

A travers le projet InsylBioS dont la deuxiéme partie est en cours, le CEN Occitanie
contribue, par metabarcoding, a la caractérisation de la diversité de la fonge et de la
faune du sol dans des contextes de peuplements forestiers avec des historiques de
gestion contrastés (Emberger et al., 2023). Ces travaux pourront notamment
déboucher sur la création d'indices permettant de caractériser le fonctionnement du
sol et en particulier la productivité, et de créer un outil de diagnostic de sensibilité de la
biodiversité des sols. Ici, l'utilisation de I'ADNe contribue a l'amélioration de la
compréhension des liens entre gestion forestiere et biodiversité des sols, pour une
meilleure prise en compte de la vie des sols par les forestiers.

1.3. Matrice féces

Comme évoqué précédemment, il est des taxa tels que la Loutre d’Europe, pour
lesquels 'ADNe n'est pas nécessaire en soi pour conclure a la présence-absence de
l'espéce, celle-ci étant aisément identifiable par les épreintes laissées par les individus.
Cependant, les prélevements de feces et leur analyse génétique permet d'en savoir
plus sur les dynamiques de populations des especes, tout en les impactant plus
faiblement que par des prélévements directs sur les individus. Dans le cas de la Loutre
d’Europe, les études auxquelles le CEN Occitanie a contribué, ont mis en évidence un
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brassage génétique entre populations, et d'identifier les causes du déclin de l'espéce
telles que l'agriculture intensive - et donc la pollution et la perte de qualité d’habitat -
plutét que le manque de continuités écologiques (Couturier et al., 2023 ; Pigneur et al.,
2018, 2019). Ces travaux ont justifié des changements de priorités dans les actions
menées dans le PNA Loutre.

L'étude de I'ADNe contenu dans les feces du Desman des Pyrénées a amélioré les
connaissances sur la répartition de l'espece, sur [lutilisation de l'espace par les
individus, sur le régime alimentaire et sur la structuration génétique des populations
en France (Biffi et al., 2016, 2017 ; Charbonnel et al., 2016 ; Gillet et al., 2016, 2017 ; Lim
et al., 2021 - Liste non exhaustive de travaux auxquels le CEN Occitanie est affilié). En
conséquence, I'action publique est désormais adaptée dans chaque zone hydrologique
des Pyrénées, dans le cadre d'une gestion cohérente de l'ensemble de l'aire de
répartition de l'espéce. Des livrets techniques de recommandations pour la prise en
compte concréte du Desman des Pyrénées ont été rédigés par le CEN Occitanie. Le
suivi génétique des populations associé aux prospections de terrain ont mené a
inscrire 'espece comme Vulnérable (VU) dans la liste rouge des mammiferes de France
métropolitaine a partir de 2017.

L'’ADNe est de plus en plus utilisé par les gestionnaires d’espaces naturels depuis les
deux derniéres décennies. Au CEN Occitanie, les travaux concernent une diversité de
groupes taxonomiques (coléopteres, mammiferes semi-aquatiques, bivalves d'eau
douce, fonge et faune des sols...), avec pour certains des techniques dont l'efficacité
n'est plus a prouver, et d'autres méthodes améliorables (Tableau 1).

Tableau 1 : Synthése des techniques fonctionnelles (case verte) ou non (case rouge)
par groupe taxonomique (fonge, bivalves, mammiféeres semi-aquatiques,
coléopteres) et par type de matrice environnementale (sol, eau, feces) mises en
ceuvre dans les travaux du CEN Occitanie

Eau Feces Sol
Fonge et faune du sol Non applicable (NA) NA

Bivalves - -

Mammifeéres Que pour les mammiferes -
semi-aquatiques présents en forte densité, ou avec
des techniques en cours de
développement (ddPCR)
Coléopteres -
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L'Ecrevisse a pattes blanches
Austropotamobius pallipes (Lereboullet,
1858), originaire du sud-ouest de
I'Europe, est aujourd'hui une espece
menacée. Le déclin récent des
populations dans son aire de répartition
d'origine est principalement di aux
épidémies de peste de I'écrevisse, a la
pollution, a I'évolution des conditions
environnementales et a la perte
d'habitat dans le cadre du changement
global (Haddaway et al., 2015; Jussila et
al., 2021). La perte des populations
indigénes s'accompagne de l'expansion
d'espéces exotiques envahissantes, en
particulier I'Ecrevisse signal, Pacifastacus
leniusculus (Dana, 1852) (Grandjean et
al., 2017). En conséquence, I'Ecrevisse a
pattes blanches ne persiste qu'en téte
de bassins versants (Trouilhé et al.,
2007). Le dernier inventaire coordonné
au niveau national d'A. pallipes en
France date de 2014 (Collas et al., 2015).
La connaissance de la répartition de
I'espece en France est mise a jour par
des inventaires locaux chronophages,
qui ne sont pas coordonnés a grande
échelle. Globalement, le déclin de son
aire de répartition est estimé de 50 a
80 % (Poupelin et al., 2019). Cependant,
de nouvelles populations
insoupgonneées sont également
découvertes lors des inventaires. Une
évaluation de la répartition de l'espéce
est nécessaire pour pouvoir mettre en
ceuvre des mesures de gestion et de
conservation appropriées.

Cependant, les nombreuses tentatives
de développement de méthodes de
détection des écrevisses in situ se sont

révélées peu concluantes, notamment
pour A. pallipes (Manfrin et al., 2022)
(mais voir les développements récents
dans l'eau et les sédiments, Dawkins et
al, 2024; Troth et al, 2020;
Trujillo-Gonzalez et al, 2021). Les
volumes d'eau a filtrer nécessaires pour
détecter  l'espece  sont  souvent
importants (500 ml a plus de 14 L;
Agersnap et al, 2017; Baudry et al,
2023) ou s'ils sont plus faibles (i.e. 15 a
40 ml; Tréguier et al., 2014), des
réplicats sont alors nécessaires,
allongeant le temps passé sur le terrain
(en général au moins 30 minutes par
répétition). La carapace chitineuse des
écrevisses pourrait expliquer un faible
relargage d'ADN libre dans leau a
I'inverse d'especes produisant beaucoup
de mucus (mollusques, amphibiens,
poissons) ou de cellules épithéliales
(Mammiferes). Cela peut également étre
renforcé par les moeurs nocturnes de
l'espece. Si A. pallipes est prospectée de
nuit lors des inventaires naturalistes, les
prélevements d'eau sont plus souvent
réalisés de jour. La saison semble
également étre déterminante avec des
détections plus fréquentes a la fin du
printemps et en période estivale, quand
'espece est plus active (Baudry et al.,
2023). Il a été démontré que d'autres
matrices agissent comme des capteurs
naturels d'ADNe : cest le cas des
biofilms aquatiques, qui se développent
a l'interface entre les sédiments et I'eau
(Akbari et al., 2016) et, a notre
connaissance, I'ADNe d'‘écrevisses n‘a
pas encore été recherché dans ce type
de matrice.
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Les biofilms aquatiques sont formés de
communautés de micro-organismes tels
que des bactéries, des virus, des
micro-algues et des protozoaires qui se
développent naturellement sur des
surfaces immergées. Les biofilms sont
attachés a leur substrat par les
exopolysaccharides (EPS) qu'ils
produisent (Wolfaardt et al., 1998). Les
communautés qui composent les
biofilms sont directement influencées
par les caractéristiques du lieu ou le
biofilm se forme et répondent
rapidement aux conditions
environnementales (pH, température,
nutriments, oxygene, polluants, etc. ;
Battin et al., 2004). C'est pourquoi les
biofilms sont des bio-indicateurs
pertinents de I'état de santé des milieux
aquatiques et de leur bon
fonctionnement (Akbari et al., 2016). La
capacité des biofilms a capter 'ADNe a
été récemment démontrée, permettant
d'analyser la structure et la composition
des communautés de diatomées, de
macro-invertébrés et de poissons dans
I'environnement sans avoir recours aux
inventaires traditionnels (détermination
par approche morphologique), plus
longs et plus codteux (Rivera et al,
2020). Cette méthode est également
plus rapide que la collecte d'ADNe par
filtration de I'eau. L'analyse moléculaire
des biofilms est donc un outil efficace a
développer pour le suivi du
fonctionnement et de I'état de santé des
cours d'eau, notamment dans le cas de
projets de restauration écologique. Les
écrevisses indigenes, avec leurs fortes
exigences écologiques, sont également

de bons indicateurs de la qualité des
cours d'eau (Reynolds & Souty-Grosset,
2011).

Nous avons saisi I'opportunité d’'un suivi
réalisé dans le cadre d'un projet de
restauration de cours d'eau avec
restauration de biotope d'A. pallipes,
pour tester une nouvelle méthode
d'échantillonnage pour la détection de
I'Ecrevisse & pattes blanches (on
soupgonne une plus longue
conservation de |'ADNe et une plus
grande concentration dans ce type de
matrice; Harrison et al., 2019). Nous
avons donc supposé que I'ADNe de
I'Ecrevisse & pattes blanches était
capturé par les biofilms et ce, méme
pour de faibles densités de populations.
Cette étude pourrait conduire au
développement d'une méthode de
détection de la présence d'Ecrevisses &
pattes blanches qui permettrait de
gagner du temps sur le terrain et
d'économiser de l'argent. Cette
méthode serait notamment utile pour
cibler des sites en vue d'une prospection
ultérieure ou pour une utilisation dans
le cadre d'applications de la Loi sur
I'eau.

2. Matériels et méthodes

2.1. Modéle et systeme d'étude

Depuis  plusieurs  décennies, les
populations  d'écrevisses indigénes
connaissent un fort déclin en France, en
raison de la dégradation de I'habitat et
de la présence croissante d'especes
exotiques envahissantes (EEE). En
particulier, les écrevisses envahissantes

telles que [I'Ecrevisse de Louisiane
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(Procambarus clarkii) et I'Ecrevisse signal
(Pacifastacus  leniusculus) sont des
porteurs sains de la peste de |'écrevisse
(Aphanomyces astaci), qui décime les
populations indigenes (Grandjean et al.,
2017; Jussila et al, 2021). La
problématique de I'Ecrevisse & pattes
blanches (Austropotamobius pallipes) est
sous-estimée dans les bassins versants
de la Justale et du Louch-Rieumajou
(affluents de I'Arbas, Haute-Garonne,
Occitanie, France). Les menaces
environnementales liées au piétinement
des berges et des cours d'eau par les
troupeaux de bovins, ou a la coupe rase
de la végétation riveraine sont pourtant
avérés. Le colmatage du lit mineur,
I'érosion des berges, la dégradation de
la qualité de [I'eau (contamination
bactériologique,  eutrophisation), la
disparition des systémes racinaires et
l'augmentation de la température de
l'eau due a la disparition de |la
végétation rivulaire sont autant de
conséquences fatales pour ce crustacé
protégé. Dans le cadre du plan de
relance « France Relance », un
programme de restauration de cours
d'eau & Ecrevisse a pattes blanches a
donc été engagé par le CEN Occitanie et
le Syndicat de rivieres Salat-Volp (SSV).
Etaient prévues la mise en exclos d'une
partie des cours d'eau et la mise en
place de systemes d'arrosage adaptés a
chaque contexte, la rédaction de cahiers
des charges par le CEN Occitanie et le
SSV, et I'implication des agriculteurs.

(coordonnées
géographiques de la source: N
43.0481°, E 0.8409° a environ 415 m

Le Rieumajou

d'altitude) est un ruisseau long de
8,8 km, affluent de Ila Justale, qui
traverse 6 communes de la
Haute-Garonne. L'altitude (moyenne *
écart-type) des points échantillonnés sur
le Rieumajou étaient de 335 + 11 m. De
la méme maniere, la largeur du lit
mineur (moyenne + écart-type) aux
points d'échantillonnage était de 3.4 +
0.6 m, la largeur du lit mouillé était de
2.2 £+ 0.8 m et la hauteur d'eau était de
0.25 + 0.2 m. La Justale (coordonnées
géographiques de la source: N
43.0466°, E 0.8848° a environ 406 m
d'altitude) est un ruisseau de 9.1 km,
affluent de la riviére I'Arbas, qui traverse
5 communes du méme département.
L'altitude (moyenne * écart-type) des
points échantillonnés sur la Justale
étaient de 336 + 3 m. De la méme
maniere, la largeur du lit mineur
(moyenne + écart-type) aux points
d'échantillonnage était de 3.1 + 1 m, la
largeur du lit mouillé était de 2.4 + 0.8 m
et la hauteur d'eau était de 0.23 + 0.15
m. Les deux ruisseaux comportent une
grande variété de substrats (litieres,
vases, galets..) et de types de facies
d'écoulement (radier, plat lentique, plat
courant, mouille de concavité...voir
Malavoi & Souchon, 2002).

L'Ecrevisse & pattes blanches est
historiquement connue dans le secteur,
et sa présence est toujours avérée sur la
Justale et la partie amont du Rieumajou.
La Justale, globalement en bon état en
amont de la confluence avec le
Rieumajou, comporte le troncon de
référence pour cette étude (Figure 2). Le
troncon A du Rieumajou  était
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extrémement dégradé en amont des
actions de restauration menées ou
encadrées par le CEN Occitanie (Figure
2), et constitue une zone potentielle de

Rieumajou A (Aval)
Suivis en 2021, 2022 et 2023 (1000ml)

Justale (Référence)
Suivis en 2021, 2022 et 2023 (1000ml)

Rieumajou B (Amont)
Suivis en 2022 et 2023 (1500ml)

by

recolonisation par I'Ecrevisse & pattes
blanches, depuis la Justale ou depuis
'amont du Rieumajou (troncon B) ou
une population subsiste (Figure 2).

A-feT3
REFEC-T3

REF:EC-T2

REF-£c-T1

Figure 2 : Localisation des trois troncons de ruisseau prospectés pour la recherche
d'Ecrevisses & pattes blanches (en rouge, ‘Rieumajou A’; en orange, ‘Rieumajou B'; en
vert, la Justale, trongon référence) et en rose localisation des points de prélevements

de biofilms par troncon pour les analyses ADNe.
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2.2.Prospections et échantillonnages

La Justale et le ‘Rieumajou A’ ont fait
'objet de suivis d’Ecrevisses & pattes
blanches et d‘échantillonnages de
biofilms en 2021, 2022 et 2023, et le
‘Rieumajou B’ en 2022 et 2023. Les
troncons étaient de 1000 metres
linéaires (ml) pour la Justale et le
‘Rieumajou A, et de 1500 ml pour le
‘Rieumajou B’ (Figure 2). Les points
d'échantillonnages ont été sélectionnés
de maniere a diversifier les types de
faciés d’écoulement et les substrats.

Les prospections pédestres nocturnes
étaient réalisées par 2 opérateurs, sur 3
segments de 30 metres linéaires pour
chaque troncon de ruisseau. Les suivis
étaient réalisés a l'aide d'une frontale,
au maximum depuis les berges. Les
individus étaient dénombrés par classe
de taille. Une prospection par campagne
de terrain était également réalisée sur
'entiereté de chaque trongon afin
d'identifier les limites de populations.

Un préléevement de biofilm était réalisé
sur chaque segment de 30 ml prospecté
par ailleurs, de fagon a diversifier les
facies d'écoulement et ce, 2 ou 3 fois par
campagne de terrain selon les années,
les réplicas étant réalisés dans une
période d'un mois maximum. Les
biofilms ont été collectés en grattant la
surface supérieure de pierres avec une
brosse a dents propre : cinq pierres ont
été prélevées a chacun des 12 points de
prélevement, soit un total de 60 pierres

par site (Figure 3). Les échantillons de
biofilms étaient conservés dans des
tubes Falcon® stériles de 50 mL, fixés
dans de I'éthanol (70 %), conformément
a la norme européenne EN 13946
(AFNOR, 2014). Tous les échantillons
étaient placés dans la glace sur site et
pendant le transport (environ 1 heure)
afin d'éviter la dégradation de I'ADNe,
puis stockés au laboratoire a 4° C pour
les biofilms jusqu’a extraction. En 2021,
les prélevements étaient réalisés de
jour. A partir de 2022, afin de maximiser
la détection de [I'Ecrevisse & pattes
blanches, plus active la nuit, les
prélevements étaient réalisés en soirée
et début de nuit.

Chaque point a également fait l'objet
d’'une caractérisation de I'habitat et un
prélevement de macro-invertébrés était
réalisé au filet Surber (surface
d'échantillonnage 0.05 m? maille de
500 pm), selon le protocole européen
standardisé (norme XP T 90-333 ;AFNOR,
2010) pour caractériser les ressources
trophiques  disponibles  pour les
Ecrevisses et la qualité du cours d’eau.
Les macro-invertébrés ont été conservés
dans des flacons hermétiques contenant
de l'alcool a 95°. Les spécimens ont
ensuite été triés, comptés et identifiés
au niveau du genre, ou a la famille et
sous-famille par un expert sur la base de
leurs caractéres morphologiques. Les
résultats ne seront pas présentés ici
(analyses en cours).

"/
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Figure 3 : Prélevements de biofilms sur pierres récoltées dans le ruisseau

2.3. Analyses génétiques

Pour des raisons budgétaires, les réplicas des prélevements de biofilms réalisés sur un
méme point au cours d'une campagne de terrain ont été regroupés pour faire l'objet

d’'une unique analyse génétique (Figure 4).

Prélévements \
de biofilms
Annéen \

7

KXX:

1]
IT

1 analyse §

|~

—
—O—
—O
—@- -~
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|
|

|~

1 analyse

1 analyse §

Figure 4 : Schématisation du regroupement des échantillons pour les analyses
génétiques dans le cas ou 3 réplicas étaient réalisés lors d'une campagne de terrain.

L'ADN inclus dans les tubes Falcon® de
50 mL concentrant les particules
organiques présentes dans le biofilm
aquatique des sites étudiés a été extrait
a l'aide du kit d'extraction « mini kit » de

la société Qiagen selon un protocole
adapté par Gecolab a partir du
protocole du fabricant. LADN extrait a
ensuite été amplifié par réactions PCR,
d’amorces

via  plusieurs  couples

. ~
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s'hybridant sur différentes portions de
génes propres aux crustacés (genes
mitochondriaux 12S et COIl).

Une seconde PCR permettant l'ajout de
tags spécifiques a la technique de
séquencage nouvelle génération a
ensuite été réalisée. Ces produits PCR
ont subi une étape de purification puis
ont été séquencés sur un séquenceur
nouvelle génération de la marque
lllumina (modéle Novaseq). Les millions
de séquences brutes obtenues ont été
traitées par un script bio-informatique
mis au point au sein du laboratoire
Gecolab afin de ne garder que les
séquences d'intérét (élimination de
séquences provenant d'artéfacts). Enfin,
les séquences traitées ont été attribuées
a chaque taxon en les comparant a
plusieurs bases de données publiques
(e.g. GenBank et BOLD) et privée (base
de données de Gecolab) de séquences
génétiques de crustacés décapodes
mais aussi des invertébrés européens.

Afin de garantir la fiabilité des données
obtenues par analyse ADNe, seules les
identifications ~ obtenues avec un
nombre de séquences (reads) supérieur
a 20 et une correspondance de plus
98 %, Cest-a-dire un bon pourcentage
d'identification des séquences obtenues

avec les séquences de références
provenant des bases de données, sont
retenues.

3. Résultats
discussion

préliminaires et

En 2021, les prospections visuelles n‘ont
pas permis de détecter I'Ecrevisse
pattes blanches dans le trongon
‘Rieumajou A'. En revanche, des
individus ont été détectés dans la
Justale, avec une densité croissante
selon la distance a la confluence
(Annexe 1). Les analyses ADNe n‘ont pas
permis, non plus, de détecter Ila
présence de [IEcrevisse & pattes
blanches dans le ‘Rieumajou A" avec
certitude, bien que quelques séquences
(moins de 20) aient été détectées au
niveau des 2 points les plus proches de
la confluence. Sur la Justale, 'ADNe a
permis de détecter I'Ecrevisse & pattes
blanches en WP13, ou la densité de
population était plus importante.
Quelques séquences d'Ecrevisses &
pattes blanches (moins de 20) ont
également été détectées a proximité de
la confluence ou seuls 3 individus ont
été observés lors des prospections
classiques, mais pas en WP12 (Figure 5).

"/
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Type de détection
~D9
® §

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

Prélévements de
biofilms

Figure 5 : Comparaison de la détection visuelle de I'Ecrevisse & pattes blanches et de
la détection par 'ADNe sur le Rieumajou A (en rouge) et sur la Justale (en vert) en
2021. Quand la méthode (prospection ou ADNe) permet la détection de 'espece, le
demi-cercle est nair, si I'espéce n'est pas détectée, le demi-cercle est blanc.
L'astérisque rouge indique qu'un nombre tres faible de séquences (n <20) a été
détecté, ces résultats ne permettant généralement pas de conclure avec certitude a la
présence de l'espece.

En 2022, les assecs ont été tres
importants en raison de la sécheresse
estivale extréme. Les prospections
visuelles ont permis de détecter
I'Ecrevisse & pattes blanches sur la
Justale, avec une densité croissante avec
la distance a la confluence a linstar de
2021.  Cependant, les quantités
d'individus observées étaient beaucoup
plus faibles que l'année précédente.
Encore une fois, aucune Ecrevisse a
pattes blanches n'a été observée sur le
‘Rieumajou A, qui était en assec a
I'exception de quelques trous d’'eau. Sur
le ‘Rieumajou B, les seules Ecrevisses
observées étaient concentrées au
niveau du WP49, en eau au moment des
prospections. Les points prospectés par
ailleurs étaient également en eau, mais
espacés par des zones en assec. L'ADNe
a permis de détecter I'Ecrevisse & pattes

blanches sur la Justale, excepté au
niveau du WP13 ou 9 individus avaient
été  observés par ailleurs en
prospections
‘Rieumajou A’ et le ‘Rieumajou B’ les
résultats ADNe
parfaitement avec ceux des

classiques.  Sur le
concordaient

prospections classiques (Figure 6).

En 2023, I'Ecrevisse & pattes blanches a
été détectée sur la Justale a l'aide des
prospections visuelles et de 'ADNe. Sur
le ‘Rieumajou A’ aucun individu n'a été
détecté visuellement et de trés petites
quantités de séquences (moins de 20
par point) ont été détectées sur les 3
points du troncon. Enfin, sur le
‘Rieumajou B, les prospections
classiques ont permis de détecter des
individus d’Ecrevisses a pattes blanches
en WP49 uniquement, tandis que 'ADNe

a permis de confirmer la présence de
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I'Ecrevisse a pattes blanches en WP49 et 20) ont également été mises en
WP50, et quelques séquences (moins de évidence en WP51 (Figure 7).

Type de détection
~ (D
® ¢

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

Prélévements de

biofilms diurnes et
nocturnes (

2022

C 3

Figure 6 : Comparaison de la détection visuelle de I'Ecrevisse & pattes blanches et de
la détection par 'ADNe sur le Rieumajou A (en rouge), le Rieumajou B (en orange) et
sur la Justale (en vert) en 2022.

Type de détection
~D9
® §

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

Prélévements de (
biofilms nocturnes

Figure 7 : Comparaison de la détection visuelle de I'Ecrevisse & pattes blanches et de
la détection par 'ADNe sur le Rieumajou A (en rouge), le Rieumajou B (en orange) et
sur la Justale (en vert) en 2023.

Les inventaires classiques ont permis de importante avec 'ADNe, méthode pour
détecter I'Ecrevisse a pattes blanches laquelle 66 % des trongons sont positifs.
sur 46 % des troncons. La détectabilité Au total, 58 % des résultats sont

de I'Ecrevisse a pattes blanches est plus
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parfaitement concordants entre les
deux méthodes.

Sept résultats sur 24 sont négatifs en
prospections classiques mais positifs a
I'ADNe, parmi lesquels :

e 5 détections faibles (moins de 20
séquences) peuvent s'expliquer
par une population a I'amont du
point d'échantillonnage
(‘Rieumajou A" en 2021 et 2023;
Figures 5 et 7).

e 2 sont \Vérifites par des
observations hors protocole (WP50
et WP51 en 2023 ; Figure 7).

Il'y a également un cas de détection en
prospection classique et de faible
détection par I'ADNe (WP13 en 2021).
Ceci peut s'expliquer par la faible
densité dindividus observée lors des
prospections classiques (Annexe 1). Il
ressort que 33 % des résultats, qui ne
sont pas parfaitement concordants, sont
donc explicables facilement.

En revanche, il reste 2 cas sur 24 de faux
négatifs via I'ADNe, malgré des
détections visuelles lors des
prospections classiques (sur le Justale
en 2021 et en 2022). A noter que la
premiere année, les préléevements ont
tous été réalisés en plein jour, alors que
les Ecrevisses sont moins actives.

4. Conclusion et perspectives

La présente étude apporte une nouvelle
méthode de détection de I'Ecrevisse &
pattes  blanches. A linstar de
nombreuses autres études, ce travail
montre que I'ADNe et les inventaires
classiques sont complémentaires. En

particulier, I'ADNe démontre une
meilleure efficacité de détection de
l'espéce tandis que les inventaires
classiques sont indispensables pour
estimer les abondances et suivre ['état
des populations. 1l ressort de ces
premiers résultats que I'ADNe est un
outil pertinent a utiliser pour la mise a
jour des connaissances sur la répartition
de [IEcrevisse & pattes blanches en
amont d’'un programme de conservation
de l'espéce sur un bassin-versant par
exemple, pour prioriser les troncons a
prospecter. |l serait utile de comparer la
détection de [I'Ecrevisse & pattes
blanches dans les biofilms prélevés de
jour et de nuit pour conclure sur la
plus-value du protocole nocturne, et de
comparer la détection dans les matrices
biofilm et eau. Enfin, il serait utile de
tester la capacité des biofilms pour
d’'autres groupes taxonomiques pour
lesquels les résultats sont peu
concluants jusqu'a maintenant dans la
matrice eau, comme les mammiféeres
semi-aquatiques.
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Annexe 1 : Comparaison de la détection visuelle et de la détection ADNe

de I'Ecrevisse & pattes blanches dans échantillon de biofilm

A. pallipes
détectée
visuellement
(nombre A.
. d’'individus pallipes
) Point . R . . Remarques
Site B . Année | captéssurle | détectée .
d’échantillonnage préléevement
trongcon par
correspondant | ADNe
prospection
pédestre
nocturne)
] , Prélévements
Rieumajou A A-EC-T1 (WP4A) 2021 Non Non .
de jour
. . Prélevements
Rieumajou A A-EC-T1 (WP4B) 2022 Non Non .
de nuit
] ) Prélévements
Rieumajou A A-EC-T1 (WP4Q) 2023 Non Non* )
de nuit
] , Préléevements
Rieumajou A A-EC-T2 (WP5A) 2021 Non Non* .
de jour
) . Prélevements
Rieumajou A A-EC-T2 (WP5B) 2022 Non Non .
de nuit
. . Prélevements
Rieumajou A A-EC-T2 (WP5Q) 2023 Non Non* )
de nuit
) ) Prélévements
Rieumajou A A-EC-T3 (WP7A) 2021 Non Non* .
de jour
. . Prélevements
Rieumajou A A-EC-T3 (WP7B) 2022 Non Non .
de nuit
, . Prélevements
Rieumajou A A-EC-T3 (WP7Q) 2023 Non Non* )
de nuit
Justale ) ) Prélévements
REF-EC-T1 (WP10A) | 2021 Oui (35) Oui )
Reference de jour
Justale i ) Prélevements
REF-EC-T1 (WP10B) | 2022 Oui (28) Oui ,
Reference de nuit
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Justale i ) Prélevements
REF-EC-T1 (WP10C) | 2023 Oui (87) Oui )
Reference de nuit
Justale . Prélevements
REF-EC-T2 (WP12A) | 2021 Oui (46) Non )
Reference de jour
Justale ) ) Prélévements
REF-EC-T2 (WP12B) | 2022 Oui (15) Oui )
Reference de nuit
Justale ) ) Prélévements
REF-EC-T2 (WP12C) | 2023 Oui (29) Oui )
Reference de nuit
Justale . Prélevements
REF-EC-T3 (WP13A) | 2021 Oui (3) Non* )
Reference de jour
Justale ) Prélevements
REF-EC-T3 (WP13B) | 2022 Oui (9) Non .
Reference de nuit
Justale ) ) Prélévements
REF-EC-T3 (WP13C) | 2023 Oui (7) Oui )
Reference de nuit
Prélévements
Rieumajou B B-EC-T1 (WP49A) 2022 Oui (20) Oui de nuit ET de
jour
. . . . Prélévements
Rieumajou B B-EC-T1 (WP49B) 2023 Oui (11) Oui )
de nuit
Prélévements
Rieumajou B B-EC-T2 (WP51A) 2022 Non Non de nuit ET de
jour
Prélévements
de nuit
'plusieurs
individus
Rieumajou B | B-EC-T2 (WP51B) 2023 Non' Non* observés au
niveau du
passage a gué
aménagé a
proximité
directe du
prélevement
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Rieumajou B

B-EC-T3 (WP50A)

2022

Non

Non

Prélévements
de nuit ET de
jour

Rieumajou B

B-EC-T3 (WP50B)

2023

Non

Oui

Préléevements
de nuit

2Un individu
entre 2 et5
cm a été
observé le
05/09/2023
lors du
prélevement

Hypotheése :

Population
réfugiée a
I'amont ?

* Tres peu de séquences d’ADN (moins de 20) d'A. pallipes ont été mises en évidence. La
présence de l'espece est ainsi probable mais devrait étre confirmée par des

observations visuelles, des données historiques ou un nouvel échantillonnage.
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