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Type d'habitat

C O n t eXt e A hydrophyte cous d'eawfosse
A\ zone écrettement de crue

A marais zone humide

cours d'eau iota

. — 1 - Non cours d'eau

}\ —— 2 - Cours d'eau

— 3 - A expertiser

OpenStreetMap

e Contexte & problématique

* Réseau hydrographique complexe

* Forte anthropisation des bassins versants
« Evaluation des habitats

* Evaluation des continuités

=> Note fonctionnalité des frayeres de substitution
potentielle
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Contexte
* Contexte & problématique

* Réseau hydrographique complexe

» forte anthropisation des bassins versants
* Evaluation des habitats

* Evaluation des continuités

=> Note fonctionnalité des frayeres de substitution
potentielle
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Contexte
e Contexte & problématique

U obstade brochet [74]
N @ inconnue 1]
@ porticlie [13]
CX @ difficile & trés difficile [15]
® infranchissable [22]
@ franchissable [34]
cours deau iota
~= 1~ Non cours d'eau
w2 - Cours d'eou
< e 3 - A expertiser
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Quelles sont les zones de reproduction ? Et quelle est
la phénologie de reproduction du Brochet dans ces
ilieux anthropisés ?

peche fray bro — fraybro
2 Reproduction (4/6)
© &L Reproduction, 1/6
X Pas de capture, 1/6
-~ M Pas de capture, 2/6
M Pas de capture, 3/6
" X% Non échantillonné (6/6)
# Observation brochet
franchro

@ Inconnue

@ Particlle

@ Difficile a trés difficile
® Infranchissable

@ Franchissable

cours d'eau iola
—— 1 - Non cours d'eau
w2 ~ Cours d'eau
w3 « A expertiser
OpenStreetMap
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Contexte
e ADN environnemental

« ADN extrait a partir d’'un échantillon environnemental (eau,
sol, air, biofilm...) sans avoir a isoler au préalable les individus »

(Pawlowski et al. 2020)
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e ADN environnemental

« ADN extrait a partir d’'un échantillon environnemental (eau,
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Contexte
e ADN environnemental

« ADN extrait a partir d’'un échantillon environnemental (eau,
sol, air, biofilm...) sans avoir a isoler au préalable les individus »
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Séquencage

+ PCR
!
Métabarcoding  Métagénomique
(Diversité) (Fonctionnalité)

(TzoZ 'Ip 12 9on4g)
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Contexte
e ADN environnemental

« ADN extrait a partir d’'un échantillon environnemental (eau,
sol, air, biofilm...) sans avoir a isoler au préalable les individus »
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Séquencage

Extralt ADN total

+ PCR - PCR “
! '
Métabarcoding  Métagénomique
(Diversité) (Fonctionnalité)

(TzoZ 'Ip 12 9on4g)

L

|

Suivi spécifique
(quant. directe)

7| dPCR/qPCR
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Contexte
e ADN environnemental

« ADN extrait a partir d’'un échantillon environnemental (eau,
sol, air, biofilm...) sans avoir a isoler au préalable les individus »
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Extralt ADN total
Séquencage
— ‘f__.
+ PCR - PCR “
! '
Métabarcoding  Métagénomique
(Diversité) (Fonctionnalité)

—gg

(TzoZ 'Ip 12 9on4g)

L

|

Suivi spécifique
(quant. directe)

7| dPCR/gPCR
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Contexte
 ADN environnemental et phénologie de reproduction

Classical cell

__ Somatic cell ' 4—— Spermatozoa

Mitochondria & Mitochondria

DNA = DNA

Nucleus

Preésence d'individus
Prtosavie hoes période de
reproduction reproduction

.
=5

Cible nucléare Cible nucléaire

>

e N8

QNQ mitochondriale Cible m:ochondriay

(credit: Marine Vautier)
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Contexte

 ADN environnemental et phénologie de reproduction

y

Classical cell

Male gamete

___ Somatic cell

L

=~ Mitochondria P D 4

-

DNA

Présence d'individus
Période de
reproduction h;;’:;:‘:;:e
S
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Cible nucléare Cible nucléaire
/L N

vble mitochondriale Cible mlochandriay

(credit: Marine Vautier)
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-~ Spermatozoa

—  Mitochondria

DNA

Nucleus

» Spawning event o
(Bylemans et al., 2017)
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Time

* Ration ADN nucléaire / ADN mitochondrial

e Discrimination de I'accouplement par les
gametes libérés
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Contexte
 ADN environnemental et phénologie de reproduction

Suivi temporel ADNe

Classical cell

_ Somatic cell '
hond S000 - 12
= Mit i
itochondria " o
DNA 7000 -
Nucleus c . 6000 - 8 Rati
onc. genes atio
5000 -
cibles 6 ADNnu/ADNmit
4000 - i ‘
3000 - /\ 4
Male gamete 2000 - A, >
& Spermatozoa 1000 -
,'l 0 */\\=:'::’ \\\& 5
,_; f'}'ﬁili:,l . Mitochondria ~4 o 3'3'54'52 d'a's'd':': ;":':':'
= > O = N W a U o
& o) & = DNA
SV e [ADN Nu] === [ADN mit] == ratio
N i Nucleus

* Comportement de regroupement
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Contexte
* ADN environnemental et phénologie de reproduction .
/7

Suivi temporel ADNe

£ 10

- 4

- 2

Classical cell 3
-~ m‘\_\ Somatic cell 5000
@D @Iﬁw} Mitochondria 2000
[ A\ @ 1
r /q 8% ) DNA 7000 -
W 'J - Nucleus . 6000 A
Conc. genes
. 5000 -
cibles
- OO
4 3000 -
Male gamete 2000 + A
——— Spermatozoa 1000 - \ J P [
-~ A“ [
- COAID —— 0 T T T T T T T T T T T T T
“m Mitachondiis - A4 A4 A4 o4 A4 A A A A - A A - - -
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——= DNA
\ e====[ADN Nu] ===[ADN mit] =——ratio
\ Nucleus

 Comportement de regroupement
* Relargage de gameétes males
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Matériel et méthode
e Sélection des stations

Définition de station potentiellement
favorable a la reproduction :

« Connexion kg (sr1d, O
\

« Alimentation /EF} [ i

ST1

* Habitat \].\%\\e““\ O

* Observation de brochet Z \ |

* Acces

* C(Classe IOTA i
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Chateaurenard
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L' Anguillon
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Matériel et méthode
e Sélection des stations

Définition de station potentiellement
favorable a la reproduction :

Connexion

Alimentation

Habitat

Observation de brochet

Acces

Classe IOTA
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Matériel et méthode
 Matériel et méthode : protocole ADNe

8 stations sia'da

préléevement

Fiche descriptive station
3 réplicas prélevement

Suivis ponctuels ou
Suivis temporels

Méthode d’échantillonnage
et de filtration

Filtrations sur le terrain

3 Filtres Sterivex 0,45um

(600 mL a 2L d’eau filtrés sur I’étude,
variable selon les dates et la turbidité)

Condition de
préservation

2 mL Solution MC1

(Chlorure de Magnésium,

Macherey-Nagel)

_—_w

JTN Paris 2025 : «Ecosystemes aquatiques : connaitre, agir, protéger»

JOURNEES
TECHNIQUES
NATIONALES




Matériel et méthode
 Matériel et méthode : protocole ADNe

Automate Magnetapure32

(Kit Nucleomag Water, Macherey-Nagel)

8 stations sia'da

prélevement

Fiche descriptive station ;

3 réplicas prélevement

Suivis ponctuels ou
Suivis temporels

A ; Extraction
‘ g A 9 _ d’ADN
Méthode d’échantillonnage :
et de filtration
Dosage
NanoDrop

Filtrations sur le terrain

3 Filtres Sterivex 0,45uM

(600 mL a 2L d’eau filtrés sur I’étude,
variable selon les dates et la turbidité)

Condition de
preservation

2 mL Solution MC1

Dosage ADN

(Chlorure de Magnésium, total extrait

Macherey-Nagel) (ng.uLt)

JTN Paris 2025 : «Ecosystemes aquatiques : connaitre, agir, protéger»
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Controle + Controle —

Matériel et méthode sonTis ol
MC1
 Matériel et méthode : protocole ADNe
Détections spécifiques

Automate Magnetapure32 (ddPCR QX600 Biorad)
(Kit Nucleomag Water, Macherey-Nagel)

BRO mit (COI)

(fluorescence FAM)

8 stations

‘ Site de d
. . . . e " | | ment -
Fiche descriptive station [& . " b
3 réplicas prélévement . 3 BRO nuc (ITS1)
.. i (fluorescence HEX)
Suivis ponctuels ou ;
Suivis temporels - = .
Channel 5

A. anguila
(fluorescence ROX

Extraction
«’ADN

v /‘ y

Méthode d’chantillonnage

J———y C+ environnemental)
et de filtration D “' |
osage 1 i .
NanoDrop R— - (Vautier et al. 2022)
Filtrations sur le terrain e A |
3 Filtres Sterivex 0,45um BESSEIVEHEN
(600 mL a 2L d’eau filtrés sur I'étude, 2 mL Solution MC1 , Dosage ADN
variable selon les dates et la turbidité) el e de Memmge |, o — total extrait
Macherey-Nagel) (ng.uLY)
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Matériel et méthode
 Matériel et méthode : protocole ADNe

Automate Magnetapure32
(Kit Nucleomag Water, Macherey-Nagel)

11 stations Site de d

prélevement

Fiche descriptive station &
3 réplicas prélevement

Suivis ponctuels ou
Suivis temporels

Extraction
«’ADN

!
b

Méthode d’échantillonnage
et de filtration
Dosage

NanoDrop

Filtrations sur le terrain

3 Filtres Sterivex 0,45uM

(600 mL a 2L d’eau filtrés sur I’étude,
variable selon les dates et la turbidité)

Condition de
préservation

2 mL Solution MC1

(Chlorure de Magnésium,

Macherey-Nagel)
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e

R — :

Détections spécifiques
(ddPCR QX600 Biorad)

Dosage ADN
total extrait
(ng.uL?)

Controle + Controle —

ADN Tissu Sol. Exemples
BRO ANG  MCl
crannet 1 BRO mit (COI) ADNe

channet2 BRO nuc (ITS1)

&0

g B §

Amgtitude
£

o

AN o1

oo

crareel 5 A, anguila

Amptitude
EER N

o
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Matériel et méthode

* Campagne Test

Définition de stations potentiellement favorables a
la reproduction :
* ADNe Anguille pour la calibration
* One shot : 8/11 station positif au brochet
* Sélection des stations d’intérét
e (St1;2;3;6)suivitemporelles
e (St5;9;11;10) suivi ponctuel

Définition de protocole de suivi :
* Période : Mi-janvier a fin avril = reproduction
* Suivi de 4 stations temporelles (1/semaine)

Chateaurenard
L =

Anguiy:

O

4):() 1{ 6-1)16' -\ﬁnl-gn

"y

! Légende
| Détection ADNe

E. lucius mit  E. lucius nuc

A. anguilla

Copies de géne cible / L

Pan-aOrgor

* Suivi de 4 stations ponctuelles (1/mois) : 7
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Cancentration en ADN cible (copies/L)

Résultat
e Stations en suivi temporelle

Station 3

k2 ,F#‘ nucléaine

Citle

< 5 maochonors

> &g

Station connue pour la reproduction
Brochet sédentaire

Signal d'activité de reproduction validé
(début/mi-février)

Signal Post- reproduction « anarchique »
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ésultat
e Stations en suivi temporelle

Station 3

k2 ,,d‘ nucléaine

Citle

< 5 maochonors

> &g

Station connue pour la reproduction
Brochet sédentaire

Signal d'activité de reproduction validé
(début/mi-février)

Signal Post- reproduction « anarchique »

Cancentration en ADN cible (copies/L)

Brochetons capturés par
péche électrique le
23/05/2024

_—_w
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Cancentration en ADN cible (copies/L)

Résultat
e Stations en suivi temporelle

Station 3

Station 1

Citle k2 v’;#‘m.n:léeim
o 5 miochonorst

> ]

Ce
- ,'d‘ru:h-

v ﬂ

Brochetons capturés par
péche électrique le
23/05/2024

Brochet de passage + signal

d’action de reproduction
tres a 'amont (2km)
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Résultat
e Stations en suivi temporelle
Station 3

Station 1

Station 2

i ™ ,fj‘nudéem

< 5 maochonors

> &g

Cancentration en ADN cible (copies/L)

¢ 0 f

A \’\- ‘.
-

%

3

Cible
- ﬂ‘ nucléalra

» 5 milachonddni

. Fl oo

Brochetons capturés par
péche électrique le
23/05/2024

Brochet de passage + signal

d’action de reproduction
tres a 'amont (2km)
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Brochet sédentaire + signal

d’action de reproduction a
I'amont direct (100-500m)
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Cancentration en ADN citle (copies/L)

Brochetons capturés par
péche électrique le

23/05/2024 trés a 'amont (2km) 'amont direct (100-500m)  J'amont direct (500m)
Stations avec fonctionnements distincts ? o
TECHNIQUES
NATIONALES

Brochet de passage + signal
d’action de reproduction
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Brochet sédentaire + signal

d’action de reproduction a

Résultat
e Stations en suivi temporelle
Station 3 Station 1 Station 2 Station 6
Cite ® o nuckbaie Citle Citke e -
* " mitochonarsl DA —— * g nucksair o g nucéare
> &[0 o & michondeal » 5 mischondrini o & miochenars
- ,p"l.,mho - #—/5"‘” - __j/.;’rm 150
£
o o - ™ e - . A — — e — = = — oNA

Brochet sédentaire + signal
d’action de reproduction a
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Ré.;ultat
Stations en suivi
temporelle

Concentration en ADN cble (cophesil )

Cuoe
- v;? nuckatre

< & minchonan

- &7 nie

Goncentmbion sn ADN obie (copest |

a
- ’
—_—

=
UN-OHBONN-OHE CNey

I OHEONN-ORE 0K

s

Conosetrasien en ADN cile (CSTTAN]

Citdm

- ‘d' nuckisiw

o L miscrondisl

o &l mo

a0

HN-OHERIN-OHE CF

Concartration en ADN citée {copesiL)
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2
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Concentration en ADN cible

(copiesiL)

Ré;ultat

e Stations en suivi ponctuel

Station 5 Station 9 Station 11 Station 12
Cible Cible Cible Cible -
« " nucidaire * g nuckaire = " nuciéaire + " nucléaire
& ,fff' mitochondrial < 4 mitachondrial « " mitochondrial « 4 mitochondrial
10000] & ,;d‘/,gS"m‘O - ‘p"/_g!’mﬂo - v’f’/‘_‘d'fa“ - ,ﬁ'/ﬁg‘f‘mﬁo *—f_—/ 150
H\T/"
100 100
50
v'-‘/‘\‘
déc Ay, fdvr ;:;Ts'-. mai déc. £ Tévr Nars déc janv fovr mars déc. 1 mae T 3 o
jan Daw v m s A jam vr mars av ma

Présence de Brochet sédentaire (ST12)
Présence Brochet variable (ST5, ST9, ST11)
Suivi temporel insuffisant pour conclure sur 'activité de reproduction
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Résultat
* Stations en suivi %gn ’ i
§2
ponctuel g
o

Concantration en ADN citle
(copesiL | )
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Discussion / Conclusion

Avantages Inconvénients Perspectives

" r
-, —
—— ri

7

 Amélioration de la fenétre de suivi
(réduire a 4-6 semaines)

* Nécessite une bonne
connaissance des habitats

* Non invasif

e Effort humain réduit . e Alléger le protocole de terrain

Manque de recul sur la
(moins de répliques terrain)

distance a la source
* Bornage temporelle fin de

I'activité de repro = répond au * Couverture spatiale a échelle * FEtude complémentaire de
besoin fine plus limitée dans ce génétique des populations en
contexte (origine des eaux, cours
* Couverture spatiale large connectivite) * Comment utiliser les données
échelle intéressante . ADNe dans un contexte

Chronophage
réglementaire ?
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