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L'ADN environnemental est une nouvelle technique d'inventaire de la biodiversité a partir de
brins d'ADN laissés par les espéces animales et végétales dans le milieu naturel. Aprés plus de
10 années de recherche et développement, cette technologie est dorénavant suffisamment
fiable pour étre déployée largement de fagon complémentaire aux outils d'inventaire déja
mobilisés en fonction des besoins et des questions posées par les futurs utilisateurs.

Vincent Prié, directeur de projet pour la société Spygen, présente cette technologie et les
applications concrétes en particulier pour les gestionnaires d'espaces naturels. En
complément, Arnaud Collin, préfigurateur de I'Alliance Vigilife complétera cette intervention
en présentant une initiative internationale en cours de développement visant a soutenir les
porteurs d'enjeux et les acteurs académiques qui renforcent ou mettent en place des
dispositifs de surveillance de long-terme de la biodiversité grace a I'ADN environnement.

L’ADN environnemental : principes, avantages, retours d’expériences et
perspectives

Tous les organismes relachent des cellules dans I'environnement, ces cellules vont se
dégrader. Elles contiennent de I’ADN nucléaire et mitochondrial. C'est ce dernier qui est le
plus intéressant car plus abondant et plus facile a détecter. Cet ADN peut étre détecté dans
I’environnement, essentiellement dans I’eau, mais également dans I'air et dans les sols. En
comparant ces fragments d’ADN a des bases de données de référence, on peut inventorier
I’ensemble du vivant dans un échantillon donné.

Des 2008, les premieres publications ont montré la présence d’amphibiens dans une mare,
puis cette technique a pu étre utilisée pour des mammiféres, des poissons, des bactéries.

La revue Environnemental data est une revue scientifique entierement dédiée a I’ADN
environnemental.

La méthodologie

Plusieurs échantillons d’eau sont prélevés dans un environnement donné (dans l'eau, la
concentration est plus élevée et augmente significativement la probabilité de trouver des



traces d’ADN des especes présentes). Cette eau est filtrée et ’ADN est extrait, amplifié puis
séquencé. L'analyse des résultats permet d’obtenir une liste d’espéces.

Deux facteurs sont importants : un matériel stérile, non contaminé et une base de données
fiable au niveau taxonomique, pour ne pas faire d’erreur en réassignant les séquences
identifiées aux espéces connues.

Des erreurs liées a des problemes de contamination sont possibles. Par exemple, les faux
négatifs : 'animal est la mais on ne parvient pas a le détecter, ou les faux positifs : on pense
I’avoir détecté mais elle n’est pas présente.

Des hauts standards de qualité doivent étre respectés, et pour cela il estimportant de prélever
de gros volumes sur chaque site (3x30l d’eau filtrée) permettant de rechercher des espéces
rares.

Avantages et perspectives

Le défi des grands fleuves.
Dans un fleuve aussi vaste que la Loire, une espece de mollusque d’environ 1mm a pu étre
identifiée. Les techniques traditionnelles (plongée, filtrage, observation) sont beaucoup plus
lourdes et plus aléatoires.

Autres exemples comparant les méthodes traditionnelles et la technologie de I’ADNe.
Sur le Rhone, un prélevement d’ADNe équivaut a 10 ans de péche électrique, en termes
d’inventaires.?

La recherche de ’ADNe a été déployée a large échelle sur le triton crété?. La présence du triton
crété a été trouvée dans de nombreuses mares dans lesquelles il n’était pas connu.

La recherche d’ADN environnemental présente aussi un grand intérét pour les espéces
envahissantes, en termes de détection précoce ; elle permet de la signaler au-dela des sites
sur lesquels elle a déja été observée.?
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La recherche de pathogéne est également possible, tels des virus, des bactéries®.
L’ADNe du Cachalot pygmée® a été trouvé au large de la Colombie, ou il n’était pas connu.

Il est également possible de s’intéresser a une communauté d’espéeces, grace au
metabarcoding. Une étude a été menée sur des poissons en Méditerranée, dans un espace
protégé © . Les résultats ont mis en évidence une plus grande diversité d’espéces plus grosses,
avec une perte de diversité en petites espéces dans cet espace préservé.

Pour les petites espéces (ex : mollusques aquatiques) trés diversifiées avec des différences
morphologiques difficiles a détecter, la recherche d’ADN est nécessaire. L'ADNe permet leur
détermination directement, basées sur des bases de référence fiables.

Il s’agit d’'un outil accessible et utilisé par diverses structures telles que des institutions,
gestionnaires, bureaux d’études, collectivités, etc. La méthode de prélevement est simple,
elle ne nécessite qu’une courte formation. Les échantillons prélevés sont alors transmis aux
laboratoires qui analyseront ces prélevements.

Les limites

La détection est plus ou moins facile selon les organismes recherchés. Elle fonctionne tres
bien sur les poissons, les amphibiens, les bivalves aquatiques, avec 95% de chances qu’ils ne
soient pas présents s’ils ne sont pas détectés.

La technique est moins performante sur les crustacées, qui libérent peu d’ADN dans le milieu,
ou sur les mammiféres terrestres, lorsque la détection se fait dans I’eau.

La direction : dans un cours d’eau, suivant le lieu de prélevement, on n’a pas d’indication sur
I"aval du point de prélevement, ni sur la distance parcourue dans le courant du cours d’eau
par I’ADN collecté.

La détermination: elle nécessite de bonnes bases de références pour que la signature
génétique de chaque espece soit fiable.

La méthode ne donne pas d’information sur I’état sanitaire, la structure des populations, ni
son abondance. Mais des études avancent actuellement pour repousser ces limites, il est déja
possible de corréler le nombre de lectures de séquences d’ADN a la biomasse.

Pour le suivi de la biodiversité aquatique, 'ADNe permet de se donner une image de la
biodiversité d’un espace protégé, d’une région, d’un territoire.

4Miaud, C et al. (2019): eDNA Increases the Detectability of Ranavirus Infection in an Alpine
Amphibian Population. Viruses Juin 6; 11(6). DOI: 10.3390/v11060526

>Juhel, J.-B. et al (2021). Detection of the elusive Dwarf sperm whale (Kogia sima) using
environmental DNA at Malpelo island (Eastern Pacific, Colombia). Ecology and Evolution, Vol
11 (7): pages 2956-2962. https://doi.org/10.1002/ece3.7057

®Boulanger, E. et al (2021) : Environmental DNA metabarcoding reveals and unpacks a
biodiversity conservation paradox in Mediterranean marine reserves Proc. Biol. Sci,
288(1949) :20210112. DOI : 10.1098/rspb.2021.0112




En 2017, un inventaire a été réalisé sur le fleuve Maroni en Guyane: 46 points ont été
échantillonnés pour relever la répartition des especes de vertébrés et poissons en fonction
des pressions anthropiques. Cet inventaire a été réalisé a nouveau en 2021, sur 57 points en
ajoutant les bivalves, les eucaryotes et les procaryotes. L'ensemble du vivant est ainsi balayé,
avec une résolution taxonomique peu élevée, mais toutes les especes présentes sont relevées,
avec des zooms centrés sur des especes patrimoniales ou indicatrices. Un suivi a long terme
basé sur ’ADNe est mis en place sur le Maroni en Guyane.

Vigilife
Vigilife est une initiative qui réunira une communauté d’acteurs pour inventorier le vivant a
large échelle, pour créer un réseau de surveillance et de monitoring.

Actuellement en cours de développement, cette plateforme d’animation de la communauté
des acteurs devrait étre mise en place dans les prochains mois. Passer des inventaires au suivi
permet de s’appuyer sur des standards, avec une méthode réplicable et des résultats
comparables dans le temps et dans I’espace, notamment pour le suivi écologique des milieux
naturels et des populations.

L’ADNe couplé avec des méthodes d’inventaire plus traditionnelles et/ou des outils de
spatialisation permet de travailler sur les pressions et les réponses a ces pressions.

L’objectif principal de Vigilife est de renforcer la connaissance et le suivi sur le long terme de
la biodiversité dans les milieux naturels, afin d’étre en mesure d’apporter des éléments pour
des actions et des mesures de gestion adaptées aux enjeux et problématiques locales.

Il s’agit d’apporter aux acteurs des territoires des outils de mesure de I'état écologique des
milieux, de conservation de certaines espéeces.

Vigilife sera une interface collaborative, qui mettra en lien I'ensemble des acteurs qui
souhaitent rejoindre linitiative, qu’ils soient issus du monde académique ou porteurs
d’enjeux, gestionnaires, aménageurs. Un secrétariat animera le réseau, pour favoriser la mise
en lien et les échanges d’expériences. Il proposera un accompagnement, des formations, des
services d’ingénierie en montage de projets et de recherche de financements. Il vise a
apporter des services aux acteurs qui souhaitent développer la technologie de I’ADNe pour
répondre a leurs enjeux de territoire.

Un objectif important est également de rapprocher le monde académique des acteurs et
porteurs d’enjeux.

Questions

Seul ’ADNe des espéces présentes est-il détecté ?

L’ADNe de rhinocéros a poil laineux a été détecté sur des carottes de sol dans le permafrost
russe. Cependant, la technique décrite ici s’intéresse essentiellement au vivant actuel. L’ADNe
se dégrade trés vite avec les UV, entre autres, et s’adsorbe sur des matieres en suspension qui



sont filtrées. Ces particules sédimentent tres vite, ’ADNe peut se préserver dans le lit de la
riviere, mais les prélevements sont effectués dans I’eau courante. En aquarium, le signal est
perdu en 15 jours environ ; en conditions naturelles le délai est certainement beaucoup plus
court car les particules se sédimentent. L’ADNe se dégrade tres vite, notamment avec I’action
des UV.

Quel coiit ?

Il varie suivant les analyses réalisées.

Pour les amphibiens, il est d’environ 200€ par réplica, auquel s’ajoute 200€ par consommable
(tubes stériles, filtre, etc.) Pour les bivalves, c’est plus élevé car il y a deux amorces. En incluant
le temps passé, le colt moyen est autour de 1 000€ par site. Pour l'intégralité du vivant,
comme cela a été réalisé sur le Maroni, en Guyane, on atteint 2 500€ par site.

Quid du « low cost » ?
Avec moins de réplica, on réduit les chances de trouver les espéces rares. Cela dépend des
problématiques.

Quelle précision géographique ?

L’ADNe est transporté par I’eau. Au fur et a mesure des recherches, on observe que la distance
de détection sur un fleuve ou une riviére est relativement faible, plutét de I'ordre du kilomeétre
voir moins. L'ADNe peut dans I'absolu parcourir de grandes distances, mais en fait, il
sédimente rapidement. Cette distance varie aussi en fonction de différents parametres : le
courant, la turbidité (qui retient davantage les particules dans I'eau et les UV y circulent
moins) et la température (la dégradation est plus rapide sous les tropiques).

Quelle avancée de la recherche sur les aspects quantitatifs ?

Les résultats bruts donnent un nombre de lectures d’ADN dans I’échantillon. On peut estimer
que ce nombre est corrélé a I'abondance de I'espéce dans le site. La méthodologie semble
assez robuste.

Un biais existe : si un individu, une truite par exemple, est morte a I’endroit du prélevement,
la densité d’ADN sera tres élevée. Si la densité de truite est tres élevée vers la rive droite du
cours d’eau et que le prélevement est réalisé sur la rive gauche, on n’aura pas la densité exacte
d’ADN sur le site. Ce biais peut étre réduit en multipliant les prélevements.

L’ADNe permet-il de détecter également les pathologies ?
C’est tout a fait possible. En principe, toutes les maladies peuvent étre détectées, mais cela
nécessite des développements spécifiques.

Le seuil de détectabilité varie-t-il d’une espéce a I'autre ?

De maniere statistique, certaines especes seraient moins facilement détectables, et ce n’est
pas entierement lié a la taille de I'espece.

Pour le barbeau dans les cours d’eau des Cévennes, il n’est pas possible de différencier le
barbeau fluviatile du barbeau méridional, mais des développements sont attendus.

Quelles structures participent a la préfiguration de la plateforme Vigilife ?
Un cercle resserré participe au montage de la plateforme collaborative. Un second cercle
regroupe les acteurs partenaires, qui seraient préts a rejoindre l'initiative des qu’elle sera



lancée, et qui collaborent déja entre eux. Dans les deux cercles, sont présents des structures
académiques et des structures de porteurs d’enjeux : associations, gestionnaires, et autres
types d’opérateurs du monde des entreprises. Un partenariat existe déja avec Patrinat
(MNHN/CNRS/OFB).

ADNe dans I'eau, mais aussi dans le sol ?

Cela marche aussi dans le sol, par carottage ; c’est tres performant pour les champignons car
le mycélium est trés étendu. Pour les insectes, ou les mammiféres, cela marche aussi, mais
uniquement dans les sites prélevés, il faut donc augmenter significativement le nombre de
prélevements et avec des colts plus élevés. Dans les cours d’eau, il y a un brassage dans lequel
le niveau de dilution est optimal.

Que sait-on de I'état des bases de références nécessaires ?

Cela dépend des pays et des organismes. Pour la France, notamment sur les poissons de
Guyane, les 350 especes présentes ont toutes été séquencées.

En Guinée Bissau, sur 680 séquences de poissons, seules 25 peuvent étre identifiées.

Il existe une banque de référence mondiale, Gene bank qui permet de compléter. Cependant,
il y aentre5 et 30% d’erreur dans la détermination des taxons dans Gene Bank. Exemple :
dans les premiers séquencages du chimpanzé, les séquencages du chercheur qui I'a réalisé
sont nombreux.
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