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Qu’est ce que ’ADN environnemental (eDNA) ?

* ADN pouvant étre extrait d'échantillons environnementaux (tels que le sol,
I'eau ou l'air) sans avoir besoin d'isoler au prealable des individus cibles
(Taberlet et al., 2012)

ADN intracellulaire
+

ADN extracellulaire
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Quelles sont les sources d’eDNA ?

Feces Poils

Eau Autres sources
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Quelles sont les différentes méthodes utilisées ?

DNA Barcoding

Extraction Amplification a ,
JADN ™= laide d'amorces mmmp Segl;incé?ge 1
s universelles 9 Hyla arborea
q“f COI (658 pb)

eDNA Barcoding

|PC_R mm=) Electrophorése .
: classique
Extraction / k '

JADN & .

&

PRI EREY
Wi |
o
-

Utilisation d’'amorces
spécifiqgues pour Hyla
arborea (<100 pb)
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eDNA Metabarcoding

- Séquencage
- _ t_IAmpt"gca“O” el Nouvelle Génération
xtraction utilisant des amorces
. d’ADN —g pour les amphibiens
<100 pb
\‘f\ 0@,& \f\
- o @ qv qv (f‘
Approche multigroupe
Amplification en utilisant Sequencage
Extraction plusieurs couples Nouvelle Generation.
’ ‘ )
d’ADN d’amorces < 100 pb ™=
- Amphibiens
W H
rf-@g q‘“\wﬁk q"\wﬁ - Odonates
- Poissons

N A \-A - Mammiféres
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|. Approche spécifique




Leucorrhinia pectoralis

Arvicola sapidus

Lithobates
catesbeianus

Microtus oeconomus

|. Approche spécifique

~ =

Zingel asper

Neovison vison

Misgurnus fossilis
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Vertébrés

Premiere étude montrant la détection d’espéces a partir de prélevements d’eau
en utilisant ’eDNA

Grenouille taureau
(Lithobates catesbeianus)

3 prélevements d’eau de 15 ml sur 9 plans d’eau -

Détection
- Densité forte @ @ (V)
D — . P N
- Densité faible @

- Absence

Ficetola et al. 2008
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SPY;}EN
Vertébrés
Etude comparative pour l'inventaire de la Grenouille taureau sur 49 sites

- Inventaire classique : Prospections diurnes et ecoutes nocturnes

- Inventaire eDNA : 3 prélevements d’eau de 15 ml

Inventaire . |

classique : e Inventaire

Détection sur 7 ® eDNA:

sites Détection sur

38 sites

Dronne river
1km
Dronne river 1
1km
eDNA : 2,5 fois plus rapide sur le terrain et 2,5 fois moins couteux qu’un

inventaire traditionnel
Dejean et al. 2012



SPY;}EN i |. Approche spécifique

Vertébrés et invertébrés

Détection d’especes rares a I'aide d’ADN environnemental dans des
milieux stagnants et courants

Amphibiens Poisson Crustacé
= s tmares
Insecte
Rivieres
70 1
60 1 Poisson
% 50 1
40- <GEmiEr=p
30 - Mammifere
10 -
0 -
Pelobates Triturus Misgurnus  Leucorrhinia  Lepidurus Lutra Misgurnus
fuscus cristatus fossilis pectoralis apus lutra fossilis

Thomsen et al. 2011
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Stratégies

d’échantillonnage :

local versus
étendu

DNA source

|. Approche spécifique
Echantillonnage

Sampling location

Ficetola et al., 2008



SPY;}EN :

Stratégies

d’échantillonnage :

local versus
étendu

DNA source

|. Approche spécifique
Echantillonnage
Sampling location

Ficetola et al., 2008

Jerde etal., 2011

(+ filtre en fibres de verre)
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Stratégies

d’échantillonnage :

local versus
étendu

|. Approche spécifique
Echantillonnage
Sampling location

Ficetola et al., 2008

Jerde etal., 2011
(+ filtre en fibres de verre)

Sampling location

Goldberg et al., 2011

(+ filtre en nitrate de cellulose)
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Stratégies

d’échantillonnage :

local versus
étendu

|. Approche spécifique
Echantillonnage
Sampling location

Ficetola et al., 2008

DNA source

' Samplmg location

Jerde et al., 2011
(+ filtre en fibres de verre)

Samlin location

Goldberg et al., 2011

(+ filtre en nitrate de cellulose)

Stratégie proposée
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Echantillonnage

Perspectives: SF’YBPAT* - échantillonnage plus exhaustif
(optimiser la détection des especes rares)




Il. Approche multispécifique
(eDNA Metabarcoding)
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lI. Approche multispécifique
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Régime alimentaire

Les régimes alimentaires de
I’Ours brun (Ursus arctos) et de la
Marmotte a longue queue
(Marmota caudata) dans Deosai National Park, Pakistan

I’Himalaya

» 12 feces par espece

Golden marmot Brown bear

* Amorces universelles pour les plantes

Valentini et al. 2009
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Régime alimentaire

Les régimes alimentaires de
I’Ours brun (Ursus arctos) et de la
Marmotte a longue queue
(Marmota caudata) dans Deasai National Park, Pakistan

I’Himalaya

X e 1 PN P

» 12 feces par espece

Golden marmot Brown bear
* Amorces universelles pour les plantes P

® Aplaceae

@ Asteraceas

® Caryophyllaceae
| @ Cyperaceae

Fabaceae
@ Poaceae

@ Polygonaceae

® Others

TRENDS i Ecology & Ewlution

Valentini et al. 2009
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Régime alimentaire

Amorces universelles vertébrés
Le regime alimentaire Amorces universelles vertébrés *+ amorces de blocage pour le chat-
d’une espéce carnivore : le g
chat-léopard (Prionailurus
bengalensis) au Pakistan

w ———
c@gﬁgabﬁﬁﬁﬁgomu;whum—coch\u..n.um—-
]

e
—
=

+ 38 feces

e tad
= a b

tad
L

« Amorces universelles pour 3 — j F
les vertébrés - ‘

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

e
o0

. Leopard cat . Rodentia . Insectivora |:| Lagomorpha
[ ] Piciformes [ ] Galliformes  [J| Passeriformes [ Columbiformes
. Others D No considerable PCR product

Shehzad et al. 2012
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La diversité locale des
plantes reflétée par
I’analyse du miel

Pyrenees Honey

Fagaceae

Asteraceae

Ranunculaceas

Saxifragaceae

Campanulaceae

Caryophyllaceae

Salhcaceae

Poaceae

Rosaceae

ll. Approche multispécifique
Diversité a I'aide d’échantillonneurs
environnementaux

Wild Flower Honey

Rosaceae

Bryaceae

Lythraceae
Pinaceae
Cistaceae

Orobanchaceas
Athyriaceae

Boraginaceae

Poaceae Plantaginaceae

EBrassicaceae

Valentini et al. 2010
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Diversité a I'aide d’échantillonneurs
environnementaux

Inventaire de la
biodiversité des
mammiféres via ’ADN de
mouches hématophages
(Calliphoridae et
Sarcophagidae)

-3
::;_
e
o
L
Lo
ki
gg

* 201 mouches

« Cote d’lvoire et Madagascar

Calvignac-Spencer et al. 2013
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Diversité a I'aide d’échantillonneurs
environnementaux

§ei SN

Cephalophus Philantomba Hexaprotodon Hyemoschus
jentinki maxwellii liberiensis aquaticus

01015112 XIIISAH
10
SNUDILIfD SNINJaYLY

Crocidura sp.

Myonycteris
torquata

Cercopithecus
campbelii

LR

Cercocebus
atys

‘ds sajsiunafg

Piliocolobus
badius badius Cercopithecus
nictitans

Colobus
polykomos

monstrosus

> ‘I / ke
Arthroleptis sp.

Calvignac-Spencer et al. 2013
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Diversité des lombrics : approches

basées sur I’eDNA versus méthodes
classiques

Il. Approche multispécifique
Diversité dans le sol

g

Lombrics—> réle important dans le fonctionnement d’un écosystéme

Leur diversité est un indicateur de la santé de I'écosysteme

Les méthodes d’échantillonnage classiques sont laborieuses et prennent du temps =>

Intérét de I'eDNA

U

Construction d’une base de référence a partir de 14 especes provenant des Alpes francaises

Création de nouvelles amorces (16S)

ewA
—-
|

ewB ewD

—_— -

| B BEETT | ]
= =
ewC ewE

e
ewF

¥
~470 pb

Bienert et al. 2012
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lI. Approche multispécifique
Diversité dans le sol

Chartreuse

DNA (no. of sequence
reads)

Grenoble

DNA (no. of sequence
reads)

Handsorting Handsorting
Species ewB/ewC ewD/ewE (no. of individuals) ewB/ewC ewD/ewE (no. of individuals)
Allebophora chlorotica — — — 95 149 3918 —
Aporrectodea cupulifera —_ —_ —_ 472 702 84 217 5
Aporrectoden icterica 1 486 631 123 684 — 2193 386 95 841 o
Aporrectodea longa — — — 516 596 52 225 —
Aporrectoden rosen 2106 () 17 017 — — — —
Aporrectodea sp. 107 789 — 32 — — 9
Lumbricus castaneus — — — (?) (?) 4
Lumbricus friendi — — 7 — — —
Lumbricus terrestris — — — 449 025 77 425 116
Octolasion cyaneum 472 285 29 482 12 — — —
Octolasion tyrtaeum 306 476 14 430 —_ _ —_ —

Especes endogées

Espéces épigées

Bienert et al. 2012



Number of species
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Diversité dans les milieux marins

Détection de poissons marins en utilisant I’eDNA contenu dans des
prélevements d’eau de mer

A partir de 0.5 litre d’eau de mer
Moyenne entre 2009-2010-2011

Uniquement en

( A , 2011
18 4 J \
s - T e
J_ Srdnanlhrd Clpeah mng
12 - * M ’m
—,_ - Ctenolabrus rupestris Gadus morhua Gasterosteu:
-— | = @)
9 A on 2
6 - —‘7 T I — Myoxocephalus scorpius Anguilla g uilla Trachinus draco
.| IS l O’ D’ -‘
Pleuronectes pl latessa Platicthys Il Limanda Ilma da
0 - | | | | ] | | | | |
@ NN S A A e --
; @ : @ : B —, | P
PRI S T T S T >
& Ll ~Y b "R\% & 6? & Zoarces viviparus Syngnathus acus Spinachia spinachia
§ T B | ‘®
‘i\‘& Q'S\: e QJO \é&-

Thomsen et al. 2012
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Les marqueurs :

- Doivent amplifier des petits fragments d’ADN

Approche multispécifique
Les marqueurs

- Doivent étre adaptés aux différents groupes taxonomiques
- Doivent amplifier de maniere équivalente I'ensemble des especes cibles
- Doivent avoir une bonne résolution taxonomique (idéalement a l'espece)

Marqueurs identifiés selon ces critéeres

Amphibiens 12S 23-59 pb
Poissons Téléostéens 12S 60-80 pb
Mammiferes 12S 71-87 pb
Chiropteres 12S 71-87 pb
Mollusques / Arthropodes 16S 35-40 pb
Odonates En cours de développement

Ecrevisses En cours de développement
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lI. Approche multispécifique
Les bases de référence

Les bases de référence actuellement développées (prochainement publiques)

- Chiropteres: 42 especes en Europe

- Poissons: 83 especes en Europe

(GGETGATTTHGEARLGATTGGT GAGGTAHATIEG GGGTTTATEG AT TATAGAAR!

| |
| 0 | . | 1'[ \ 1” |T' 1
I\ iﬂv['“' AHUATL UL AU [aTH AV 1 .41 i) A :{.41
- —7+N — — ' 1TrrYr

GGCTGATTTEGCAAENGAT TGGTEGGGTAGAT CGGGGTTTAT CGATTATAGAACT
GGCTGATTTEGCAARNGATTGGTEGGGTAGAT CGGGGTTTAT CGATTATAGAACE
GCGCTGATTTEGCAARNGATTGGTEGGGTAGAT CGEGEGGTTTAT CGATTATAGAACE
GGCTGATTTEGCALEGET TGGT GAGGTEEHAT CGEGEGGTTTAT CGATTATEGAACT
GGCTGATTTGGCALENGT TGGT GAGGTEHAT CGGGGTTTAT CGATTATGGAACT
GGCTGATTTEGCAREGET TGGT GAGGTEHAT CGGGGTTTAT CGATTATGEGAACE
GGCTGATTTEGCALRENGT TGGT GAGGTEEHAT CGGEGTTTAT CGATTATEGAACT
GGCTGATTENGCALEGATTGGTHAGGTAGAT CGEGGGTTTAT CGATTARGEGALCT
GGCTGATTENGCALREGATTGGTHAGGTAGAT CGGGGTTTAT CGATTAMGGAACT
GGCTGATTENGCALREGATTGGTHAGGTAGAT CGGGGTTTAT CGATTARGGAACE
GCCTGATTTEHGCALRNGANTGGTHAGGTAGAT CGEGEGTTTAT CGATTATAGAACE
GGCTGATTTEHGCALAEGATTGGT GAGGTAGAT CGEGGGTTTAT CGATTATAGALCT
GGCTGATTTEGCAREGATTGGT GAGGTAGAT CGGGGTTTAT CGATTATAGAACE
GGCTGATTTHGCALRNGANTGGT GAGGTAGAT CGGGGTTTAT CGATTATAGAACE
GCCTGATTTEGCALREGATTGGT GAGGTAGAT CGGGGTTTAT CGATTATAGAACE
GGCTGATTTEGCALNGANTGGT GAGGTAMAT CGGGGTHTAT CGATTATAGAACT
GGCTGATTTEHGCARNGANTGGT GAGGTANBAT CGGGGTTTAT CGATTATAGAACE
GGCTGART TEGGCARGGGETGGT GAGGTEEAT CGGGGTTTAT CGATTATAGGACE
GCCTGATTTEGCALREGATTGGT GAGGTEEAT CGEGEGTTTAT CGATTATAGAACE
GGCTGATTTEGCALENGAT TGGT GAGGTEEAT CGGEGGTTTAT CGATTATAGAACT
GGCTGATTTEGCAREGATTGGT GAGGTEEAT CGGGGTTTAT CGATTATAGAACE
GG CTGAGT TEGCALRGEGHETGGT GAGGTEHAT CGGEGTTTAT CGATTATAGEACT
GG CTGAGTTECCALGEGHETGGT GAGGTEHAT CGEGEGTTTAT CGATTATAGEACT
GGCTGATTTEGCEANCGEGT TGGTHAGGTAGAT CGGEGGTTTAT CGATTARGGAACT
GGCTGATTTHGCEABGGT TGGTHAGGTAGAT CGGGGTTTAT CGATTARMGGAACT
GGCTGATTTEGCARGGAT TGGTHAGGTGHANCGGEGT TTAT CGATTATAGAACE
GGCTGATTTEGCARGGAT TGGTHAGGTGHANMCGGEGT TTAT CGATTATAGARCT
GGCTGATTTGGCAAGGAT TGCGTHAGGTGHANCCGEGGTTTAT CGATTATAGAACT
GGCTGAET THGCARGGET TGGT GAGGTIEAT CGGGGTTTAT CGATTATAGAACE
GGCTGABT THGCARGGET TGGT GAGGTEAT CGGEGTTTAT CGATTATAGAACE
GG CTGAETTEGCALRGCEGETGGT GAGGTIMAT CGGGGTTTAT CGATTATAGEACT
GGCTGAETTGGCALGCGGETGGT GAGGTIAT CGGGGTTTAT CGATTATAGGACT
GGCTGABET TGGCARGGGETGGT GAGGTIAT CGGGGTTTAT CGATTATAGGACT
GGCTGETTTEGCARGGANTGGT GAGGTAMAT CGEGEGTTTAT CGATTATAGAACT
GGCTGETTTEGCARGGANTGGT GAGGTAMAT CGEGEGGTTTAT CGATTATAGAACE
GGCTGETTTGGCALGGANTGGT GAGGTAMAT CGGGGTTTAT CGATTATAGAACT
GGCTGATTTEGCARGGATTGGT GAGGTGHANCGGGGT TTAT CGATTATAGAACE
GGCTGATT TEGCARGGAT TGGT GAGGTEHANCGGEGT TTAT CGATTATAGAACE
GGCTGATTTEGCARGGAT TGGTHAGGTAMAT CGEGEGGTTTAT CGATTATAGAACT
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Diversité dans les milieux aquatiques

Peches electrlques

Biodiversité des milieux
aquatiques courants :
péches électriques versus eDNA
metabarcoding

eDNA metabarcodlnq

» Faune piscicole

e 7 sites étudiés

« Utilisation des amorces universelles poissons

Dejean et al. in prep.
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Irance

Leysse

lI. Approche multispécifique
Diversité des milieux aquatiques

Ardéche

Une IOne
du
Rhone

IEEENNEENEECOSOOCOCOOOOOOOCOOEND

Abramis brama

Alburnoides bipunctatus
Alburnus alburnus

Ameiurus melas

Barbatula barbatula

Barbus barbus

Blicca bjoerkna

Cottus sp.

Cyprinus carpio

Esox lucius

Gobio gobio
Gymnocephalus cernuus
Lepomis gibbosus
Leuciscus idus/Leuciscus leuciscus
Perca fluviatilis

Phoxinus phoxinus
Pseudorasbora parva
Rhodeus sericeus

Rutilus rutilus

Salaria fluviatilis

Salmo trutta

Scardinius erythrophthalmus
Silurus glanis

Squalius cephalus

Telestes souffia/Chondrostoma nasus
Tinca tinca

Dejean et al. in prep.
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1) L’eDNA pour la bioindication

Détecter les especes qui peuvent étre utilisées pour
evaluer 'état de santé d'un écosystéme

Ex : macroinvertébrés, poissons, diatomées

Besoin de créer des bases de référence et d’optimiser
: les marqueurs

2) L’eDNA pour la veille écologique
Savoir quels organismes existent a un endroit donné

Optimiser la détection et la gestion des espéeces rares, menacées ou cryptiques

Permettre la détection précoce des especes invasives

Augmenter les chances d’éradication et ainsi diminuer les codts
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Perte de biodiversité a I’échelle mondiale depuis plusieurs dizaines d’années

Amélioration 1,00
0.954
o= -
0.90 4
Suivre I’évolution de
la biodiversité au —
0.854 Mammiféres
cours du temps :
Indice Liste Rouge
0.80 4
.\Amphibiens
0754 \.
Aggravation: risque 070
d’extinction ' 1980 19I85 19'90 19'95 20'00 20'05
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Les especes menacees

Données insuffisantes Nombre d'espéces
W& — 10000

I Préoccupation mineure
.~ 9000 Nombre d’espéces

Quasi-menacée 2000

Amphibiens

Vulnérable

- En danger

I En danger critique d’extinction

- Eteinte

Amphibiens

Mammi‘férm

Reptil
Libellules P

Crabes d"eau douca

Poissons d'eau douce
Coraux
I’

Coniféres

Cycadacées,

Par exemple, 1/3 des 6000 espéces d’amphibiens recensées sont menacées d’extinction
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Les espéeces invasives

Espece naturalisée d’'un territoire qui, par sa prolifération
dans un milieu naturel ou semi-naturel, y produit des
changements significatifs de comportement, de structure ou
de fonctionnement des ecosystemes (Cronk & Fuller 1996,

Muller 2000, Muller 2004).

Surveillance :
- des especes exotiques envahissantes
- des especes exotiques

Un outil

- d'inventaire
- de détection d’espéces menacées
- de détection précoce d’'espéeces invasives
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Outil de veille écologique des milieux aquatiques continentaux stagnants

Amphibiens Poissons

Bufo bufo Abramis brama

Hyla arborea Misgurnus fossilis

Lithobates catesbeianus Rutilus rutilus

Pelobates fuscus Salmo trutta
Squalius cephalus

- Especes menacées

- Espéces exotiques /
exotiques envahissantes
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Outil de veille écologique des milieux aquatiques continentaux stagnants

b
b
BE
Tebily

P
pefl
B

.

i

SR

A

B

S e

£

L] Vigilance forte

Carte de vigilance

Mailles 10 km x 10 km Vlgl[ance_moye_:nne ;
especes invasives

Vigilance moyenne :
especes menacées

Vigilance faible

Pas de données
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Outil de veille écologique des milieux aquatiques continentaux stagnants

Questionnaire

Quels groupes taxonomiques suivre?

Cet outil pourrait-il s’'intégrer a vos programmes?

Une carte a I'échelle nationale pourrait-elle vous étre utile?

Structures interrogées

N2
—~~
- l’ ‘ ecosphere
| ON EM A Office National p
) Office national de I'eau dela Chasse T
et des milieux aquatiques B -. etde la Faune Sauvage CIS_I_U DE
bertd » F-‘I'Ar * Fraterniséd
REPUBLIQUE FRANGAISE '

T NATURE

é\ UICN Comité o ekt
) ‘ Frangais \ l de TEviieasement,
de PAménagement

li l[ et du Logement

‘ e =
3
pour lanature__
et la biodiversité

Erabissament public de 'Elat
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Outil de veille écologique des milieux aquatiques continentaux stagnants
Premiers résultats : les groupes taxonomiques a suivre

20

16 —

22 personnes __
interrogées 1?2
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» Reésultats significatifs
- pour différentes applications

Détection d’espéces cibles
Analyses du régime alimentaire
Analyses de biodiversité

- a partir de différentes sources

Feces

Sol

Eau

Echantillonneurs d’eDNA

= ]
Conclusion

Key:

@ Aplaceae

@ Asteraceae

@ Caryophyliaceae

@ Cyperaceae
Fabaceae

© Poaceae

@ Polygonaceae

@ Others
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« Besoin d’optimiser:

- Stratégies d’échantillonnage
- Equipements des laboratoires

- Marqueurs
- Bases de données de référence
- Bioinformatiques / Biostatistiques



p -
Remerciements

SDY,GE

Mercl de votre attention!

Et merci aux collegues, partenaires et
collaborateurs:

Tony Dejean, Alice Valentini, Eva Bellemain, Coline
Gaboriaud, Raphaél Civade, Nicolas Poulet, et a
toutes les personnes qui se sont intéressees au sujet
et qui ont bien voulu répondre au questionnaire




