WL AN/ wSEERTS  TeE Lr T
12¢ journée des gestionnaires d’espaces naturels de Bourgogne-Franche-Comté
« Des nouvelles technologies au service de la gestion des espaces naturels »

SESSION 1 - Connaissance de la biodiversité

P O LEE A 3
La méthode de ’ADN environnemental dans la
conduite d’inventaires et de suivis

Focus sur I'étude des populations du triton crété (Triturus
cristatus) dans le Brionnais (71)
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1 - Définition de ’ADN environnemental
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B « ADN pouvant étre extrait a partir d'échantillons environnementaux sans avoir besoin
d'isoler au préalable des individus cibles » (Taberlet et al. 2012)

M Cet ADN peut étre libéré dans I'environnement par
I'intermédiaire de feces, d’urine, de gametes, de mucus, de
salive, de peau, ou de la décomposition d’organismes morts.

B En milieu aguatique, il reste peu de temps dans
I’environnement (quelgues jours a guelgues semaines)?
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2 - Les approches par ’ADN environnemental

a - Suivi d’especes cibles (ADNe barcoding)

Ex(’;;i[c)tli\lon qPCR /
Présence / absence
‘ Polymerase Chain - : :

i ’ espece cible
Reaction en temps réel

Amplification avec un
couple d’'amorces
spécifique
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2 - Les approches par ’ADN environnemental

a - Suivi d’especes cibles (ADNe barcoding)

Bt C rd o RO IR v \ i L 4T
Apron du Rhéne Cistude d’Europe Loche d'étang Xénope lisse Grenouille Taureau
Zingel asper Emys orbiculoris Misgurnus fossilis Xenopus laevis Lithobates catesbeionus

. & A oo
Triton crété Triton marbré Pélobate brun Ecrevisse a pattes blanches Ecrevisse de Louisiane
Austropotamobius pallipes Procambarus clarkii

Triturus cristatus Triturus marmoratus Pelobates fuscus

Et aussi:

»  Peste de |'Ecrevisse (Aphanomyces astaci)
* Ranavirus

*  Batrachochytrium salamandrivorans

Triton crété italien
Triturus carnifex
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2 - Les approches par ’ADN environnemental

a - Suivi d’espéeces cibles (ADNe barcoding) : ex du triton crété

Décompte a la torche Capture par des pieges-bouteille Recherche visuelle des ceufs ADNe
35 35 35 35
Nombres de mares 30 +
dans lesquelles le 0 30 30 25
Triton crétéa été 29 25 25
détects 20 20 20 20
15 15 15 15
10 10 10 10
5 5 “ 5
0 . 0 0 0
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Passage Passage Passage Passage
, 716% 5% 44% 99.3%

: ; Freshwater
Biggs et al. 2015 Habitats Trust
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2 - Les approches par ’ADN environnemental

b - Inventaire de groupes taxonomiques (ADNe metabarcoding)

PCR
Extraction Séquencage Nouvelle
d’ADN ‘ Polymerase Chain - Génération
Reaction
Amplification avec un Base de
couple d’'amorces données
universelles référence

‘ Liste d’especes présentes
s ;

Nombre séquences
par espece et par échantillon
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2 - Les approches par ’ADN environnemental

b - Inventaire de groupes taxonomiques (ADNe metabarcoding)
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SESSION 1 - Connaissance de la biodiversité
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2 - Les approches par ’ADN environnemental

b - Inventaire de groupes taxonomiques (ADNe metabarcoding) : ex des Amphibiens

E— e Ao
e N LT
L) la meridionali
A 24 Hyla meridionalis
N
. | e ] Polobates culipes
; 6
t e X oves
B |nventaire classique 58 % 0 , ,
2 _ a Salamandra salamandra
A
. 11 .
B Metabarcoding ADNe 97 % | . 1§ Truusmamoraus
s o, L SPECEES

0.0 +
0.2 -
0.4
0.6
0.8 -
1.0 =

OFB @ L ':! /\- N Detection probability

OFPICE FRAN: FONCTIONNELLE
PRLA Moen & EVOLUTIVE

Valentini et al. 2016
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2 - Les approches par I’ADN environnemental

b - Inventaire de groupes taxonomiques (ADNe metabarcoding) : ex des Poissons

\ ‘ " L
I ® | 1 ; B
‘ ) . 30 A T . & . : T , ° o . E i Richesse ADNe
v 4 , W N L AN
3 S IS 0 0N B A B A A A B
di ' 2511 LT b b e bbb 4 1 Richesse -
— o e g | oo obor b4 % Cumulée |
S O A A (10ansde | S
“20 - + o P S suivi) o
- L ERER: o.
= 1 B
E { | . Richesse =
e ' Annuelle | €
{ { moyenne | ®
o (+]-1C 95%) ~

SA SB SC SD SE SF SG SH SI SJ SK SL SM SN SO SP
~‘ - River segment

“ %
Pontetal. 2018 Spr CAYZ T OFB
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3 - Les avantages et les limites de I’ADN environnemental

a - Avantages

B Méthode standardisée et reproductible
B Bonne détectabilité des especes (dont les especes rares)

B Gain de temps et diminution des colts d’inventaire

B Non invasif sur le milieu

B Possibilité de travailler sur plusieurs groupes taxonomiques
a partir d'un méme échantillon
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3 - Les avantages et les limites de I’ADN environnemental
a - Avantages

B Méthode standardisée et reproductible
B Bonne détectabilité des especes (dont les especes rares)
B Gain de temps et diminution des colts d’inventaire
B Non invasif sur le milieu
B Possibilité de travailler sur plusieurs groupes taxonomiques
a partir d'un méme échantillon
b - Limites
B Ne permet pas d’estimer la taille d’'une population

B Pas d’informations sur les individus (taille, age, sexe, stade
de développement, etc.)

B Ne permet pas différencier les hybrides
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3 - Les avantages et les limites de I’ADN environnemental
a - Avantages

B Méthode standardisée et reproductible
Bonne détectabilité des espéces (dont les especes rares)

Gain de temps et diminution des colts d’inventaire

Non invasif sur le milieu Un outil
complémentaire

aux méthodes
d’inventaires
b - Limites classiques

B Ne permet pas d’estimer la taille d’'une population

|
|
|
B Possibilité de travailler sur plusieurs groupes taxonomiques
a partir d'un méme échantillon

B Pas d’informations sur les individus (taille, age, sexe, stade
de développement, etc.)

B Ne permet pas différencier les hybrides
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4 - Les applications de ’'ADN environnemental

B [nventaires et suivis de biodiversité

B Veille environnementale, dont la détection précoce des
especes invasives, pathogenes et virus

B Suivis reglementaires - Code de I'Environnement :

Etats initiaux
Etudes d’incidences Natura 2000
Etudes d’impacts

Suivis des mesures de la séquence ERC (Eviter -
Réduire - Compenser)

Suivis continuité écologique (Trame Verte et Bleue)
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5 — Les enjeux liés aux mares en
Bourgogne

a — Des milieux encore communs
M Entre 40 000 et 50 000 mares en Bourgogne
? (d’apres I'Atlas cartographique des mares de

Bourgogne. CENB, 2010)
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5 — Les enjeux liés aux mares en
Bourgogne

a — Des milieux encore communs

? (d’aprés I’Atlas cartographique des mares de(’
Bourgogne. CENB, 2010)
M Plus de 8 000 bénéficiant d’au moins un

relevé dans |la BBF
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5 — Les enjeux liés aux mares en
Bourgogne

a — Des milieux encore communs
b — De diverses natures

Mares de village, réservoir, abreuvoir, ornementales,

forestieres, privées, publiques...
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SESSION 1 - Connaissance de la biodiversité

5 — Les enjeux liés aux mares en
Bourgogne

a — Des milieux encore communs

b — De diverses natures
Mares de village, réservoir, abreuvoir, ornementales,

forestieres, privées, publiques...
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5 — Les enjeux liés aux mares en
Bourgogne

a — Des milieux encore communs

b — De diverses natures
Mares de village, réservoir, abreuvoir, ornementales,

forestieres, privées, publiques...
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5 — Les enjeux liés aux mares en
Bourgogne

a — Des milieux encore communs
b — De diverses natures

¢ — Présentant une biodiversité remarquable
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5 — Les enjeux liés aux mares en
Bourgogne

a — Des milieux encore communs
b — De diverses natures

¢ — Présentant une biodiversité remarquable
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5 — Les enjeux liés aux mares en
Bourgogne

a — Des milieux encore communs
b — De diverses natures
¢ — Présentant une biodiversité remarquable

d — En forte régression

\

M 20 a 30 % des mares de Bourgogne

disparues depuis les années 80
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5 — Les enjeux liés aux mares en
Bourgogne

a — Des milieux encore communs
b — De diverses natures
¢ — Présentant une biodiversité remarquable

d — En forte régression

\

M 20 a 30 % des mares de Bourgogne

disparues depuis les années 80
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5 — Les enjeux liés aux mares en
Bourgogne

a — Des milieux encore communs

b — De diverses natures

¢ — Présentant une biodiversité remarquable

d — En forte régression

\

M 20 a 30 % des mares de Bourgogne

disparues depuis les années 80
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6 — La zone d’étude : le Brionnais SNy

a — Région bocagere tres riche en mares
M Pres de 5 000 mares (?)

M Essentiellement des mares abreuvoir

Légende
mares {sourge : RME - CENE)

2 Ericrinais = zane détude
71 chardlais
[ régions naturelies
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6 — La zone d’étude : le Brionnais
a — Région bocagere tres riche en mares

b — Un niveau de connaissance tres faible

Avant étude :

M 1 350 données de Triton crété en‘ﬁr

® e
@ ¢

! |

oree

Bourgogne, 934 sites, 375 communes YRR |
B 14 données sur 10 localisations dans le e ey 4 :.(?i.}
Brionnais “‘\/”'”‘ar&{w : y ;. £y .;
‘90 ospe cese
v"‘}_ o e _ i
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6 — La zone d’étude : le Brionnais

a — Région bocagere tres riche en mares

b — Un niveau de connaissance tres faible
Avant étude :
M 1 350 données de Triton crété
Bourgogne, 934 sites, 375 communes
M 14 données sur 10 localisations dans le

Brionnais

« Des nouvelles technologies au service de la gestion des espaces naturels »

SESSION 1 - Connaissance de la biodiversité

en

mares (seures : FME - CENE)
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7 — L'étude
agence de l'eau
a-— Objectifs oire-Bretagne

Cerner les zones a enjeux, |'état de conservation des

réseaux de mares et menaces en vue de prioriser des

actions de conservation

A=

> <8¢

b — Plan d’échantillonnage

M 29 maillesde 5 x 5 km

M 25 mares par mailles

B 725 mares visées soit 30 % des mares

Légende

cartographiées AR
: mailles Sx5 km & l'dcheile de la 2one déhue

[ it it
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7 — L'étude
_— SPY(GEN'
a — Objectifs

b — Plan d’échantillonnage

c — Méthodes
B Prospections nocturnes a la lampe (1
passage)

B ADN environnemental (Barcoding ADNe)




Gl AN SR e LT

Observatoire 12¢ journée des gestionnaires d’espaces naturels de Bourgogne-Franche-Comté
faune « Des nouvelles technologies au service de la gestion des espaces naturels »
SF’Y;} EN = SESSION 1 - Connaissance de la biodiversité

8 — Méthode de prélevement

a — Matériel SPYPEN
M Capsule de filtration

B Gants (2 paires)

M Louche

B Sachet stérile

M Seringue
B Entonnoir

M Bouteille de tampon de conservation
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8 — Prélevements

a — Matériel
b — Méthode

M 20 prélevements de 100 ml avec la louche

SPY,GEN

stérile, avec gants
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8 — Prélevements

a — Matériel
b — Méthode

M 20 prélevements de 100 ml avec la louche

SF’Y}} EN’

stérile, avec gants
B Remplissage du sachet stérile de 2 |

B Evacuation en cas de danger | ©



'h%w . 4R o=

Observatoire ‘ 12¢ journée des gestionnaires d’espaces naturels de Bourgogne-Franche-Comté

faune \ :
- Bourgogne ~ « Des nouvelles technologies au service de la gestion des espaces naturels »

SPY/GEN =
=

SESSION 1 - Connaissance de la biodiversité

8 — Prélevements
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a — Matériel
b — Méthode

M 20 prélevements de 100 ml avec la louche

SPY,GEN

stérile, avec gants

B Remplissage du sachet stérile de 2 |
B Evacuation en cas de danger | ©

B Fermeture du sachet, on agite !

B Gants neufs, étiquetage de la capsule

B Prélev. 100ml/100ml, filtration (1l mini)
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8 — Prélevements
a — Matériel

b — Méthode

M 20 prélevements de 100 ml avec la louche

SPY,GEN

stérile, avec gants

B Remplissage du sachet stérile de 2 |

B Evacuation en cas de danger | ©

B Fermeture du sachet, on agite !

B Gants neufs, étiquetage de la capsule
B Prélev. 100ml/100ml, filtration (1l mini)

M Explulsion de l'eau restante

B Tampon de conservation, on agite !
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9 - Résultats (e € e e

a — Inventaires a la lampes

B 747 mares prospectées (points bleus)

M 235 mares avec du Triton crété (points ____; E

rouges) -> 31 % contre 25 % en zone

périmorvandelle en 2012

M 218 mares ciblées (points jaunes)
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9 - Résultats

a — Inventaires a la lampes

b - ADNe

M 218 mares ciblées

M 145 mares échantillonnées

B 109 mares avec présence d’ADN (points
verts) -> 75 % (vs 31 % méthode lampe)

M 36 mares sans détection d’ADN

12¢ journée des gestionnaires d’espaces naturels de Bourgogne-Franche-Comté
« Des nouvelles technologies au service de la gestion des espaces naturels »

SESSION 1 - Connaissance de la biodiversité
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9 - Résultats
35
30 ]
a — Inventaires a la lampes 325 (]
3 20 {7
§ 15 7]
=2
b - ADNe 10 41
M 218 mares ciblées 5 ]
M 145 mares échantillonnées o 1 2 3 4 5 & 7 8 8 10 11 12

B 109 mares avec présence d’ADN (points

Nombre de réplicats positifs sur 12 réplicats réalisés

verts) -> 75 % (vs 31 % méthode lampe)

B 36 mares sans détection d’ADN

B Tres forte probabilité de reproduction sur

1/3 des mares avec détection
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9 - Résultats

a — Inventaires a la lampes

b - ADNe

b — Bilan général
B 344 mares avec détection de Triton crété
M Taux d’occupation de 46 %

B 344 mares avec détection de Triton crété

Légende
sltes pRocalises avac présence du Triton codig
mares (source - RME - CENES)

[ v zone e

limetes communales concemies par labde
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Densite de mares par reégions naturelles
{mombre de mares au Km*)

V4
9 - Résultats misoi o
B 29%61t333 2
B 25510296 (3)
W 22210259 (1)
W52 4
B 14816186 (4)
E 11110148 (12)
M oot (T
[ 0,37 to 0,74 (18)

a — Inventaires a la lampes =:ih @

Nombre de mares prospectes pour les amphibiens gy
{par maille 5x 5 km)

e 85
.: @ 425
¢ 85
b = ADNe ] part des mares sans Trilon crété

B port des mares aves Triton crété

présence du Triton crété & la maille 5x5

° ’ P Limites départementales
b — Bilan général

B 344 mares avec détection de Triton crété
M Taux d’occupation de 46 %

B Région naturelle aux plus forts enjeux en

Bourgogne
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10 — Limites de la méthode ADNe

a—Un colt
M 26 000 euros d’analyses

M Passage terrain nécessaire et assez

chronophage (1h environ par mare avec

déplacements)
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10 — Limites de la méthode ADNe

a—Un cout

b — Informations limitées
B Pas d’information sur les effectifs, stades,
habitats ou sur la reproduction
M Pas d’info sur la présence ainstant T
¢ — Limites de détection
M Taux de détectabilité faible a nul au-dela de

3 semaines

... des déchets !l ®
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11 - Et apres ?
a — ZNIEFFs % R
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11 — Et apres
a — ZNIEFFs

b — Refuges Mares

REFUGE MARE

lci, une gestion adaptée est mise en ceuvre afin
de favoriser l'accueil d'une faune et d'une flore
diversifiées,

merci de respecter les lieux ...

Maintien de ia mare
& Prg,
fas
N =
e Ia\‘."

Tri ki

Espéce menacée par la disparition Pas de polssons
des réseaux de mares @
- o
“ 0* Pas de pollution directe

Réseaux

ares W
de Bm_lrgognc ACTOn mse en cegvre dang le cadre du programme Réseaux Mares de Bourgogne @

par B Société Thistoire naturelle o Autun - 03 86 78 79 71, shna autund@iorange ir
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SESSION 1 - Connaissance de la biodiversité

11 — Et apres ?
a — ZNIEFFs

b — Refuges Mares

b — Restaurations
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