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3. Introduction

L’ADN environnemental (ADNe) a certes gagné en popularité au cours des derniéres années,
mais cela reste une méthode nouvelle et seuls quelques utilisateurs et utilisatrices ont déja
quelque expérience pratique en la matiere. Le but de la présente aide a I'interprétation est
donc d’expliquer comment il faut interpréter les données d’analyse du laboratoire.

Le champ d’application de la présente aide a I'interprétation est limité a I'interprétation des
résultats des analyses d’ADNe. L’interprétation de ces résultats aux fins de la biologie de la
protection de la nature dépend quant a elle de la problématique de départ et des données col-
lectées.

e  Exemple N°1:sil’on a mélangé les échantillons provenant de plusieurs plans d’eau
d’un site de reproduction des batraciens, on obtiendra une réponse pour le site de
reproduction dans sa globalité. En revanche, si I’'on a fait analyser séparément des
prélevements de chaque plan d’eau du site de reproduction, on obtiendra des ré-
ponses distinctes pour chaque plan d’eau.

e  Exemple N° 2 :sil’on préléve les échantillons en mars, certaines especes « tardives »
comme le sonneur a ventre jaune ou la rainette verte ne sont pas encore actives et
ne pourront donc pas faire I'objet d’un recensement (et ce indépendamment de la
méthode choisie). Le résultat « présence non confirmée » devra alors étre interprété
en conséquence, ce que seule la personne qui a commandé les analyses est en me-
sure de le faire.

Pour de plus amples informations sur la méthodologie de I’ADNe, nous renvoyons les lecteurs
a ces deux articles en langue allemande :

e  Schmidt, B.R., Griinig, C.R. 2017. Einsatz von eDNA im Amphibien-Monitoring. - WSL-
Berichte (Forum des Wissens) 60: 57-62.

e  Schmidt, B.R., Ursenbacher, S. 2015. Umwelt-DNA als neue Methode zum Artnach-
weis in Gewadssern. - Zeitschrift fir Feldherpetologie 22: 1-10.

Pour une introduction générale a la théorie de la détection des especes, nous renvoyons aux
travaux suivants :

e  Kéry, M. 2008. Grundlagen der Bestandeserfassung am Beispiel von Vorkommen und
Verbreitung. — Der Ornithologische Beobachter 105: 353-386.

4. Comment détecter une espece dans un plan d’eau ?

Pour détecter une espéece dans un plan d’eau a I'aide de I’ADNe, il faut généralement faire ana-
lyser plusieurs échantillons d’eau prélevés a différents moments. Comme pour une cartogra-
phie classique, il faut se rendre plusieurs fois sur le site de reproduction des batraciens exa-
miné. La méme regle bien connue de tous les naturalistes vaut donc aussi bien pour le travail
de cartographie que pour ’ADNe : les espéeces ne se trouvent pas toutes partout en méme



temps. C'est dans I'ordre des choses et ce n’est pas une particularité propre a la recherche par
ADNe. Cela peut toutefois avoir pour conséquence que I'on pourra détecter une espece dans
un, deux ou trois échantillons d’eau, voire dans aucun. C'est pourquoi nous proposons d’appli-
quer la régle « trouvé c’est trouvé » : si une espéece est détectée dans un prélévement, sa pré-
sence est réputée confirmée.

5. Qu'est-ce gu’une présence confirmée ?

Le laboratoire mesure la quantité d’ADN des espéces contenue dans I’échantillon d’eau. Dans
le jargon, on parle du nombre de « reads ». Ce nombre peut fortement varier, surtout en fonc-
tion de la qualité de I'échantillon d’eau (quantité d’ADNe, type de plan d’eau, stockage apres
le prélevement, etc.). Nous avons donc développé une formule (algorithme) qui permet de
classer les espéces dans trois catégories selon le nombre de « reads » (voir exemple pratique
au chiffre 7) : 0 = présence non confirmée, 1 = présence sous réserve et 2 = présence confir-
mée. La catégorie 2 caractérise une espéce dont la présence est réputée confirmée. Tel est
aussi le cas lorsque la présence est confirmée dans un seul des trois échantillons. Ainsi, en cas
de présence sous réserve et de présence confirmée d’une espéce dans les différents échantil-
lons, la présence de I'espéce est réputée confirmée.

Lorsque la présence d’une espéce est caractérisée uniquement par des 1, la présence n’est
confirmée que sous réserve ; il convient alors de retourner sur le terrain (pour une analyse
d’ADNe ou une méthode conventionnelle), en fonction de la problématique étudiée. Exemple
N° 1 : si la détection d’especes s’inscrit dans un projet de conservation des espéces, on peut
prendre la décision de n’adopter des mesures de conservation que la ou la présence de I'es-
péce est confirmée. Exemple N° 2 : si la détection d’espéces est effectuée dans le cadre d’une
étude d’impact sur I'environnement, il faut déterminer si une espece est présente ou pas

(p. ex. en vue de mesures de remplacement selon la LPN). La présence effective de I'espeéce
doit donc étre confirmée.

6. Limites de la méthode

Toute méthode de détection des espéces a ses limites et I’ADNe ne fait pas exception.

e |l est possible qu’une espece ne soit pas détectée en dépit de plusieurs préleve-
ments. Si I'on obtient trois fois le résultat 0, cela ne veut pas dire que I'espece n’est
pas présente dans le site de reproduction des batraciens. Trois 0 signifient que I'es-
pece n’a pas été identifiée (et cela vaut non seulement pour ’ADNe mais pour toutes
les méthodes de recensement des especes). La probabilité qu’une espéece ne soit pas
identifiée peut étre estimée grossierement sur la base des résultats. Admettons
gu’une espece soit identifiée dans deux échantillons d’eau sur trois. Quelle est la
probabilité que cette espece ne se trouve pas dans trois échantillons ? Si les trois



échantillons sont prélevés au méme endroit et au méme moment, soit I'espece est
présente soit elle n’est pas présente. Il en découle qu’il y a une chance sur trois pour
que I'on n’identifie pas une espéce dans un échantillon d'eau. Les chances aprés trois
visites (prélévements) sont de (1 —(1/3))3 = 0,29 (pour le développement, voir les
travaux de Kéry 2008). On peut ainsi estimer que I'espece ne sera pas identifiée dans
29 % de plans d’eau ou elle est pourtant présente.

Les quantités d’ADNe dans I’eau diminuent rapidement lorsqu’une espéce quitte les
lieux. L’ADNe reste détectable dans I'eau pendant environ deux semaines. On ne
peut donc détecter la présence d’une espece dans un plan d’eau que si elle s’y
trouve au moment des prélévements ou si elle I'a quitté récemment. A I'inverse, la
concentration d’ADNe augmente rapidement lorsqu’une espece arrive dans un plan
d’eau. Cela signifie, d’'une part, que si une présence est détectée, I'espéce se trouvait
dans le plan d’eau au moment du prélévement des échantillons et, d’autre part, que
ce type d’observation nécessite le prélevement des échantillons pendant la période
d’activité des especes visées. Si |I'on effectue les prélevements en juin, il se peut que
la présence de la grenouille rousse ne soit plus détectable. Inversement, s’ils sont ef-
fectués début avril, il est probable que I'on ne trouvera ni crapaud sonneur ni rai-
nette verte.

L’ADNe prouve la présence des especes dans I'eau. Cela veut donc dire que cette
méthode ne permet pas de détecter facilement les especes qui séjournent peu dans
I’eau, comme la rainette verte dont les individus adultes ne vont dans I'eau que pour
chanter et s’accoupler. Les concentrations d’ADNe restent alors faibles. La présence
de la rainette verte, mais également du crapaud calamite, se détecte mieux a I'aide
de 'ADNe deés qu’il y a des tétards dans I'eau.

La probabilité de détecter une espéce au moyen de I’ADNe devrait également dé-
pendre de la taille de la population, mais il n’existe encore aucune étude scientifique
sur ce sujet. Cela veut dire qu’il sera plus difficile de détecter les petites populations
que les grandes.

Un amphibien libére de ’ADN dans I’eau et celui-ci se diffuse ensuite dans le plan
d’eau sous forme d’ADNe. Ce processus de diffusion, qui n’a pas encore fait I'objet
d’études, ne joue vraisemblablement aucun réle dans la plupart des types de plans
d’eau. Il se peut toutefois que, dans les points d’eau situés dans les bas-marais ou
dans les plans d’eau étendus et peu profonds, la diffusion de I’ADNe soit trés lente et
que la présence d’espéces soit donc difficile a détecter. Il convient donc d’en tenir
compte lors des prélevements sur le terrain. En d’autres termes, il ne faut prélever
des échantillons que la ol I'on doit s’attendre a trouver des individus adultes.



7. Exemple de résultats d’analyse d’ADNe
Nous montrons ci-dessous, a I'aide d’un exemple, comment les résultats des analyses d’ADNe
sont communiquées au mandant.

Tableau 1: Exemple de résultats d’une analyse d’ADNe pour la détection d’amphibiens. Voir les commentaires ci-contre
au sujet des notes 1 a 5.

Anura Alytes_obstetricans

Anura Bombina_bombina

Anura Bombina_variegata

Anura Bufo_bufo

Anura Epidalea_calamita

Anura Hyla_arborea

Anura Hyla_intermedia

Anura Pelophylax_bedrigae
Anura Pelophylax_bergeri

Anura Pelophylax_esculentus_lessonae -

Pelophylax_kurtmuelleri_

Anura ridibundus_complex

Anura Rana_dalmatina

Anura Rana_latastei

Anura Rana_temporaria

Caudata Ichthyosaura_alpestris

Caudata Lissotriton_helveticus

Caudata Lissotriton_vulgaris

Caudata Salamandra_salamandra

Caudata Triturus_carnifex

Caudata Triturus_cristatus

Anseriformes | Anas_platyrhynchos
Galliformes Gallus_gallus
Passeriformes | Turdus_merula
Primates Homo_sapiens

Salmoniformes | Salmo_salar




A chaque échantillon d’ADNe correspond une colonne. Le libellé de I’échantillon se
compose du numéro a code-barres et du nom de I'échantillon, s’il a été indiqué
dans le formulaire de commande (Sampling Submission Form).

Toutes les especes d’amphibiens qui peuvent étre détectées selon le procédé de

« barcoding » sont énumérées dans le premier bloc. Si certaines especes ne peu-
vent pas étre différenciées, toutes les espéces du groupe sont présentées en-
semble (p. ex. Pelophylax esculentus et Pelophylax lessonae). La différence du sé-
quencage ADN des groupes Pelophylax bergeri et Pelophylax esculentus lessonae
est particulierement faible. C’est la raison pour laquelle ces deux unités taxono-
miques doivent étre interprétées avec la plus grande prudence. Par contre, les
autres espéces et groupes d’espéeces du genre Pelophylax peuvent étre différen-
ciées facilement. Lorsque la présence d’une espéce n’est pas attestée, cela est indi-
qué par un 0.

La présence d’une espéce est indiquée sur une échelle de trois. Le chiffre 2 signifie
que la présence de I'espéce est confirmée dans I'échantillon. En revanche, le
chiffre 1 indique que la présence est confirmée, mais a la limite de détection ; sila
confirmation de la présence de I'espéce est importante pour la problématique du
mandant, il convient donc de vérifier les résultats.

La quantité d’ADN d’amphibiens contenue dans un échantillon d’eau peut avoir
une influence sur la confirmation de la présence d’amphibiens. Lorsque la concen-
tration d’ADN d’amphibiens est trés faible, la détection de la présence d’amphi-
biens peut donc devenir tres aléatoire. La valeur indiquée ici est basée, d’une part,
sur le nombre de « reads » générés pour I'échantillon considéré et, d’autre part,
sur la présence d’ADN synthétique comportant un nombre connu et tres faible de
molécules, qui est ajouté a chaque échantillon. Les résultats des échantillons conte-
nant de faibles concentrations d’ADN d’amphibiens doivent étre interprétés avec
prudence.

D’autres espéces sont détectées en plus des amphibiens. Leur classement taxono-
mique est toutefois moins précis que pour les amphibiens et ces données ne sont
qu’un indicateur de la présence d’une espece ou d’un genre. Il ne faut par exemple
pas s’attendre a ce que le saumon (Salmo salar) soit présent dans les sites de re-
production des batraciens. Mais il se peut que I'on trouve de I’ADNe d’especes de
poissons voisines (comme la truite).
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