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I. Contexte, objectifs, financements et gouvernance du
projet GUAD3E

.1 Contexte

Le projet Gu a déiekionensnee par@es aadedrs imgiqués dans la gestion des

milieux aquatiques (PNG Asconit Consultants DEAL et OE971) , portant
déun programme de | ut tenvalissamtesraguatigjuesen Eumgeloupe s e x
En effet les Espéces Exotiques EnvahissantdsEEE) s on't | Gune des p
| 6appauvri ssement de I aL eos oHE B/ esrosnitt & odnasntsi tl Le® e
de champignons et de miecor gani smes i ntr oduirohnementten dehosstda | | ®
leur habitat naturelParl 6 ef fi caci t ® de | eu divers ynécanismmes ded e 1

comp®tition mais ®gal ementcesdedpaces arrieeat a totogiderelasr s
habitats des esp pgeeetsainsilaressogrce mlisntaieet Lessconadouemces sont
déautant plus p®nalisantes pour | es milieux i.
especes endémiques et dont les écosystémes sont déja tres impactés par le réchauffaetiogr, cli

la destruction des habitats, le tourisme et diverses pollutions. Plus spécifiquement, dans les
d®par t e me naners lesdepEred intreduites se trouvent parmi les principales pressions
anthropiques affectant les organismes amphitfa(ifebouret, 2012)

En Guadeloupe, une des especes exotiques envahissantes les plus préoccupantes présente ¢
milieu aquatique est un poisson dbéagquarium c
compl e x e dd gearsApcistoug sp. au fort potentiel reproducteur potentiellementres
concurrente d&icydium sp poisson autochtone du territoire. Une étude réalisée en juin 2015 par le
Parc national de la Guadeloueobert, 2015¢ o n f i r me Ancistrud spvalidepes 4 étapes
du processus dbéinvasion biologique (introduct
d®f i nies par | e minist re de | 6environnéament .
colonisé la ravine Borine sur Sai@taude, la ravine Monchéri aux Abymes et certaines mares de
Grande Terre (Poucet, Port blanc).

Dautres esp ces, figurant dans | a |(UIGNft e de:
2007) sont présentes danle milieu dulcaquicole guadeloupéen : le tilap@aregochromis
mossambicyset la tortue de Floridél tachemys scripta elegan®©n les retrouve essentiellement en
aval de rivieres et dans les mares de Grdaretee.

Ont également été introdsidans le nieu naturelPoecilia reticulata et Poecilia vivipardans
le cadre de la lutte contre les moustiques. Aucune étude de suivi de leur introd@@éti mise en
place © | 6®poque (1970). [ 1 ndest dondegsaas poc
especes dans le milieu ait impacté ou non la répartition des espéces Qiamogobius sp.,
Kryptolebias marmoratus, Eleotris perniger ou Arcos nud@spendant, plusieurs références

!https:// wwswokicdbaobge qgneautvi.-tf ird tba w eart sigti ee
2Un organisme amphihalin ou une esp ce amptiehamomenesth
d®t er mi n®s de son cycle de vie, passe de | ' eau sal ®e
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bibliographies mettent en évidence un impact négatif de ces especeles populations
ichtyol ogiqgues aut o@Valshetale2010;BassagtaldZDE2)t r es pays

On observe également la présenc&igpdophorus helleriet Xiphophorus maculatusgenant a
priori de relachésl 6 a q u dans laumilieu naturel En Australie et en | rz¢
especes provoque des désordres écologiques sur les milieux cqdrasiésrton K., & Madden C.,
2003; Esmaeiliet al.,2014)

La strat®gie de sui vi et de pr ®vent (DBAL, de |
2013) préconise une amélioration dedannaissance des invasions avérées ou potentielles sur le
territoire. Cette connai setdencherchesmpetifigupsiperméttant r ®
de mieux ®valuer | 6 ®t at actuel de | 6i mportan
phénomene.

Le projet Guad3E est cohérent avec cette stratégie atpour but de tester une méthode de
détection innovanteet de surveillance des EEE aquatiques animaldmséessur | ADNe. Plus
précisément de la tester pour les espéces de poissons et de crustacés de Gugdelen
comparant les résultats aux inventairesréalisés par la méthode traditionnelle de péche
électrique.

|.2 Objectifs

Ce projetaplusieurs objectifs qui consistent

1- Dans un premier temps de créer ase de données de références génétigules especes de
poissons et crustacés des milieux dulcaquicoles de Guadeloupe

2- Dans un secontémps comme vu précédemmenletesta | a  m®t hode dbéi nvent a
sous nos latitudes tropicales en analysant les points suivants
A Estce que les inventaires ADNe sont aussi efficaces que les inventaires de péche électrique
traditionnellement réalisées pour les espéces aquatiques dulgaquicoles en présence/absende
A Quel est le nombre de réplicatgécessaires sur le terrain pour la méthode ADNe|aux
Antilles ?
AA quel |l e p®r i-ibpceiEraldeale réafisaries ifvaires? s t
A Quels parametres peuvent influencer la méthode par ADNe

|.2.a Laméthodepar ADNe : Définition

L6OADN environnement al ( ADNe) est | 6 ADN qui
environnementaux tels quesoadien sdodli,s oldeera ua uo up rl ®s
cibles(Taberletet al, 2012) Il est constitué d'ADN intracellulaire provenant de cellules vivantes et
d'ADN extracellulaire issu de cellules dont la structure a été dégradée. Il est caractérisé par un
mélange comlexe d'ADN nucléaire, mitochondrial ou chloroplastique provenant de différents
organismes.

1 exi ste deux principal e aDNea Bapcodng & eADNeh as ®e
Metabarcoding.
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L ADNe Barcoding vise a détecter une espéce cible dans I'envanmemt. Avec cette approche

sp®ci fique, | 6ADN est extrait ~ partir?3aidbun
gPCRen utilisant un couple dbéamorces sp®cifi g
considérée comme étant présenderds | 6 ®cosyst me ®tudi ® | orsqu
amorces. La principale |Iimite de cette approc
recherch®e, ce qui rend i mpossible | a d®tecti

comme par exemple des espéeces exotiques.

L ADNe Metabarcoding (ou approchenulti spécifiqué a été développé pour pallieslimites

de | Oappr Badodtng ADNADN est extrait ) partir d
amplifié enutilisant des amorces spécifiques a un groupe taxonomique donné (poissons, vertébrés,
bact ®r i es, etc. ), puis s®quenc® ° | 6aide dobéun

«enaveugle permet doéidentifier si tenahtt anmn@megraupep | u
taxonomique sans connaissance "a priori" des especes susceptibles d'étre présentes dans le miliel
étudié (Taberletet al, 2012) De plus, a partir du méme échantillon environnemental, plusieurs
groupes taxonomiques peuvent étrelétu® s .  MdiahddcNdingse révele donc étre un outil de

veille environnementale performant pour étudier la biodiversité dans son ensemble tout en détectant
efficacement | a pr®sence dbébesp ces exotiques

De nombreuses étudéBiggset al, 2015 ; Dejeanet al, 2012)ont montré que cette méthode

mol ®cul ai r e peut °tre pl us sensi bl e gue |l es
di ff®rentielle entre |l es 2 types de m®t hode d:
sont gé®r al ement pl us sensi bl es pour |l es esp ¢c
| 6environnement cComme | e€0 epsoti spomisquecti |ceest t le
particuli rement adapt ®e ° |l a d®tection dobes
débautres m®t hodes et ®gal ement pour | a d®tect

envahissantes.

|.2.b Séquencer 'ADN de I'ensemble des especes de poissons et crustacés indigenes,
introduites ou envahissantes présentes dans les milieux aquagics d 6 eau douce

Les banques mondiales de séquences, par exemple GenBank®, manquent parfois de fiabilité.
Cette ®tude pr®voit de s®quencer | 6ensemble d
macrocrustacés présentes dans les milieux aquatiduieaquicoles de Guadeloupe. Ces séquences
constitueront une base de données de référence spécifique et robuste.

. 2. c Tester |l a m®t hode dobéinventaire par

Bien que | 6approche ADNe pr ®sent e itg ellepeatmbr e
aussi parfois manquer de spécificité et/ou de sensibilité.

Plusieurs raisons peuvent étre invoquées

SPCR Polymeraseefhangl! Resc(i®action de polym®risation e
enzymatique permettant d'obtenir un grand nombre de co
‘gPCRPQ@Ruant)t mPit hede de r®action en charreae pdar gualnyg m® re:
d' ADN

6
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1 Deux especes differentes peuvent avoir le méme génome dans la portion amplifiee par les
amorces. Dans ce cas, nous ne pourrions pakskasguer.

1 La méthode fonctionne actuellement tres bien sur les groupes taxonomiques excrétant
beaucoup d'ADN comme les poissons ou les batraciens, elle manque parfois de sensibilité
pour les crustacés qui excretent moins d'ADN.

1 Les milieux échantillonnéseuvent influessur la sensibilité de la méthoddosriviéres qui
peuvent se charger tres rapidement en cas de crue par exeeopient posedes problémes
pour un échantillonnage @t i o vol ume dbéeau/ bi omasse ®I e

présent

T La faible teneur en mati re organique des
possiblement particulierement rare.

1 Lerayonnementultra i ol et, connu pour acc® ®rer | a d

le territoire antillais.

Méme si b preuve de concept de la méthode a été faite en France métropolitaine, il est
i mportant de | a tester pour v®rifierlesespecési abi
présentes)es conditions physicec hi mi ques des ¢ our snvibbnementalest | e
au sens large sont tres différentes.

|.3 Financement du projet

Le projet est un partenaripblic-privé® entre le Parc national de la Guadelouple Etboratoire
déanal yse SBY&ENRt, i qaucec ognpagn® des s edeéefragasset Ec o
SentinelleLab ( Mari on Labeille) sp®cialis®es dans |

Le projet est financé par le Fonds européen de développement r¢gioDaRY, | 6 Of fice
| 6 eau GuGedre)kette®Parenational de la Guadeloupe. La contribution de chaque financeur
et les postes de dépense sont présentlsssious

Tableaul : Plan de financement du projet

Partenai Finance Suivi fin Montant %

Autres part | OE971 Sans objet 21 5¢ 10.
r®currents
Uni on europ|/FEDER Fonctionne 127 1 6 2.
B®n®f i ci ai r PNG Autofinanc 54 1] 26 .

TOTA 202 7 100
5Voir | “*annexe technigue du dossier de demande de subve
5Progr amféd 2DQ 1@rxet &égexr et valoriser | ‘emvironnement et
"Programme pluriann@éll8d‘intervention 20183
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Tableau? : Postes delépense

Cat ®gori e (¢ Libel l plrgc Eonctlopr Mont ant
d®pense i ndir i nvesti s
AUtres.d®peAnalyses I ndirelFoncti onneé 18
sp®ci fier)
Autrgs_d®peCO%tS i ngdl ndirelFoncti onné 4 ¢
sp®ci fier)
D®Pe”5?5 d.eCommuniC<DirectFonctionne 14
communi cat.i
D®penses delFrais de
de restaur ald®pl acemi¢Di rect|Foncti onng 10
doh®bergemelCol |l oque
D®penses deFournitur
fonctionnem Direct|Foncti onné 25
consommal
g®n®r aux de
D®penses de :
fonctionnemsousa'talndlreFonctlonne 18
Ecoi nEau
g®n ®r aux de
D®penses delFrais de|Direct|Foncti onné 86
D®penses dePrestati I ndirelFoncti onngé 25
externe de
TOT 4 202 7

|.4 Gouvernance

Deux instances de gouvernance garantissent le bon déroulement et la bonne gestion de ce projet.

Un Comité Techniqueq u i reuni t |l es 4 partenaires du
Sentinelle Lab), et décide des orientations techniques (suivi et déroulement des recherches,
publication des résultats, poursuite des travaux, etc.).

Tableau3 : Comité technigue

Il nstitu Repr ®s e n Fonction

PNG ROBERT Ma|/Charg®e dWHi ImiAeBXabRqgQges
PNG MARQUE® iJnVSCapgpui au pe&ojet Guad3E
SPYGEN GRONDI N J/Chef de projet

SPYGEN VALENTI NI [Char g®ec lder c he

Eclodtau EEFRANCOIChef de projet

stelle
Sent iLmadl | (LABEI LLE |[Chef de projet Milieux agqg

Un Comité de Pilotagequi regroupe les acteurs de la gestion et de la préservation des cours
déeau en Guadel oupe, ai nsi g degrojdt sus lesfquestmnsc e u r
scientifiques (protocoles, analyses) et propose des orientatiat&giques.
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Tableaud : Comité de pilotage

Institutig Repr ®sent a Fonction
OE9 71 NASSO I sabell e|Directrice mil:@
Feder FRENET Ni na l nstructeur F e ¢
DEAL KUBI K Aude Charg®e d ®tuds

strat ®gi e"

Responsabl e de

COQUELET Pierr ¢ .
connai ssance Af¥

VSCR®seau EEE ¢

OF B CLEREMBAULT LIIGuadeEoupe

Charg® de mi ssi

POULET Nicol as ) )
aguatigue conti

Coordinatrice
Zones Humi des

~

PRZH VANDERSARREN G§g

|

UA BEZAULT Etienn€eMa  tre de conf

MUSQUET Myl ne |[Directrice adj

A

PNG BEDEL Sophi e Chef du servi ceé

CESAI RE Thomas |[VSCEEE

II. Choix des sites

Il .1 Réflexion menée

Apartir doéune IAnnexelesurdesquelles naud disposianede cofinaissances
bi ol ogiques, g®ographiques, hydréonnpourgtnoles®gi q u

cours doéoeau ~ suivre. Les crit res retenus da
1 Une bonne biodiversité des espécels.6 obj ect i f de | 6®t ude est
déesp ces mises en ®vi(rdhesse spécifigae) estlcampare®le & o d ¢
cel ui de | a m®t hode traditionnelle quobest
forte biodiversit® permet dobéextrapoler | es
1 Trois tailles de systémes diérentes La dilution de | 6ADN (r a
esp ce) pourrait influencer | 6efficacit® d

taille des systémes choisis.
1 Des rivieres pérennesCe sont les compartiments poissons et crustpnésont étudiés. Le
choix des sites se base sur | a pr®sence df¢
| otiques (milieux dbéeaux courantes) sont d
1 Des rivieres péchablesLa profondeur des faciés doit étre en adéquation aveateériel et
les moyens humains disponibles, tout particulierement en saison des pluies.
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T Travailler

ddoeau, 2 stations

surlLeetbar s
(3) pour obtenir une robustesse statistique minimale, soit 9 dodrs a u .

sont

do®abantill

pr ® ev®es (1

onnage e
Dans

c ha
amont

souvent tres différents entre ces deux altitudes (modification des assendbfages p  c e s

Il .2 Liste des rivieres choisies

Tableau5 : Riviéres sélectionnées pour I'étude

Superfii
versant (ha)

o Bassin
Riviere

Type de systéme

Statbn

Richesse spécifijue max (basée

sur donn ées pré-existantes)

Grande riviere _ ava 12
2975
Vieux Habitants amont 10
Riviere des Péres 2619 Grand ava J
amont 4
Grande riviére de 2862 ava 11
Capesterre amont MA
. ava 20
Riviere Beaugendre 1653
amont 9
. ava 17
Eiviere MNogent 1543 Moyen
amont P&
ava 13
Riviere Moustique 1699
amont 11
Riviere Bananier 426 ava 14
amont 12
. ) . ava 13
Riviere Ziote 235 pPet
amont 8
\ 12
Riviere Baillif 736 ava
amont 10

Localisation des stations de prélevements ADNe et de péches
électriques dans le cadre du projet GUAD3E

Riviere Beaugendre aval et amont

Grande riviére de Vieux-Habitants
aval et amont

0

L E—

Légende

% Coordonnées stations
—— Rivieres

[ Coeur de parc

[ Aire d'adhésion

“| 3 Communes de Guadeloupe

5 10 km

Figure 1 : Localisation des 18 statiortii projet

Les coordonnées des stations amont et aval sont renseigntasexe?2.

10
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lll.  Méthodes utilisées

|l 11 .1 Constitution doéune base de

L'utilisation d'une base de références génétiques locale et exhaustive sur le territoire étudié
permet de pallier aux problémes liés srases de données publiques de GenBaaksavoir le
manque de séquences pour la région génétique ciblée (région 12s pour les poissons et 16s pour les
crustac®s) , l a di minution de | a r®solution ta
surlet erritoire ®tudi ®, ai nsi gue des possi bl es
(Valentiniet al, 2016)

[1l .1.a Collecte du matériel génétique

Equipé de gants, le prélévement de tissus a consisté a découper un morceau de nageaire inférie

1 cm], en choisissant | a nageoire qui handi
pr ®al abl ement d®contami n®e de toutes traces d
chaque prélevement). Pour les crustaceés, saldaille des individus, des morceaux de pattes ou
doéindividus entiers ont ®t ® pr ®l ev®s. Les tis
| 6 ®t hanol ab gvoirlprotocole $PYEEN rANhexeB) ®

Au cours de ce projet, un total de 149 échantillons de tissus elp2ces de poissons (dont 11
étant des especes pr oven aGespecdsale arustgcassontreté préevés q u
dans urpremier temps lors de péches réalisées en 2018 (18 mai au 14 ao(t) et lors de la 1ere campagne
(11 février au 22 février 2019) selon le protocole SPYGEN puis envoyés a leur laboratoire pour
analyse. Pour compléter cette base de référence, dans un ssopad48 échantillons de tissus de
l4espéces de poissons (dont 10 étant des3 espeé
especes de crustacés (dont 1 étant une espece

Pour information, 29 spéces (15 poissons et 14 crustacés) ont été observées en Basse Terre et
décrites dans | *“ Atl as des poi s s onMontietal, 20803 cr u.
ExceptéKryptolebias marmoratydes 28 autres espéces ont été prélevées paonkitution de la
base de référensgénétiques

De ce fait, i est pr évu Kryptalghmu mamoratds, | a
Macrobrachium rosenbergie spéce i ntroduite en Guadel oupe
retrouvée dans le milieu natur€ltenogobius spainsique Cherax quadricarinatusespecerendue
en magasin dfaquariophilie.

La liste des 172 échantillons prélevés dans le milieu natunal@ de la constitution de la BDD
de références est présentée dangaeleau6b. Vingt especes, dorRoecilia reticulataégalement
prélevés en milieu naturel, ont & het ées en ma g a Jableau7d Cea qspéxasi o p h
couramment wutilisées en aquariophilie sont su

11
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Tableau6 : Liste des échantillons prélevés milieu naturebour la constitution de la BDD de références
génétiques

Nb d'échantillons (individus entiers,

portion d'individus, morceau de

Poissons (P)

nageoires)

Espeéces prélevees ou Crustaces ENPEREVae Lorsécrif la Lorségee la
(®) péche électrique 1 2
réalisées par le campagne | campagne
PNG en 2018 2019 2019
GUAD3E GUAD3E
Agonostomus monticola P 3 4
Ancistrus triradiatus P 1
Anguilla rostrata P 4 4
Armases roberti C 2
Atya innocous C 3 2
Atya scabra C 3 2 1
Awaous Banana P 2 4
Ctenogobius fasciatus P 1
Dormitator maculatus P 4
Eleotris perniger P 5
Gobiesox nudus P 3
Gobiomorus dormitor P 4
Guinotia dentata C 3
Jonga serrei C 4 1 1
Macrobrachium acanthurus C 3 2 1
Macrobrachium carcinus C 3 2
Macrobrachium crenulatum C 2 3
Macrobrachium faustinum C 4 4 2
Macrobrachium heterochirus C 3 2 4
Micratya poeyi C 3 1
Microphis brachyrus P 5 1
Oerochromis mossambicus P 3
Palaemon pandaliformis C 4
Poecilia vivipara P 3
Poecilia reticulata P 4
Pomadasys crocro P 2 1
Potimirim glabra C 4 1 4
Potimirim potimirim C 4 3 1
Probopyrus pandalicola C 3
Sicydium_plumieri P 4 6
Sicydium punctatum P 3
Xi phocaris el ongata (1il Cbl anc / corps bl eut®L
Xiphocaris elongata rostre court C 3 1 3
Xiphocaris elongata rostre long C 3 3 2
Total 100 36 36
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Tableau? : Listes des espéces achetées en magasin pour les prélevements geuiskusonstitution de la
BDD de références génétigues

Nb d'échantillons (individus entiers, portion
d'individus, morceau de nageoires)

Poissons(P)

Espéces achetées en magasin .
ou Crustaces

d'aquariophilie en Guadeloupe ©) Pour la premiére Complément pour la
campagne deuxieme campagne

Ancistrus cirrhosus P 1 1

Ancistrus dolichopterus P 1

Brachydanio rerio golden (possiblement P 1

méme espéce que Danio rerio)

Branchydanio frankei voile P 1

Cambarellus Patzuarensi (orange) P 1

Danio rerio P 1

Danio rerio arc-en-ciel P 1

Danio rerio doré P 1

Danio rerio lIéopard P 1

Danio rerio rayé P 1

Hypostomus plecostomus P 1

Molly safran P 1

Plecostomus gibbiceps P 1

Poecilia reticulata P 2

Polypterus endlicheri P 1

Pangio kuhlii P 1

Plecostomus doré (possiblement P 1

Hypostomus plecostomus)

Procambarus alleni C 1

Xiphophorus Hellerii P 2 2

Xiphophorus maculatus P 1
Total 13 12

Une attention particuliere a été portée a la diversité des sites de prélevemeréathactons
qui proviennent pour la plupart de riviéres différentes. Vlngt pt cour s dieresont d e
®t ® ®chantill onn®s ai nsi g uadaante edes difféwents sites det n ¢
préléevements et la liste détaillée sont présemenAnnexe4). Concernantes especes achetéers
magasins| 6i dent i BeemGesetn pas t,xagjud urpso ucararigc tsed a v (
pour la fiabilité de la base de référenéependantaucun genre vendu en ¢
repr®sent® ° | 6®tat natur el en Gaiteapablédedéeeter | |
tout taxon appartenantuln de ces genres import@kemple: Ancistrus sp.

[11.1.b Bases de références génétiques Poissons et Crustacés

Les analyses ADN ° partir des tissus coll ect
a partir de ces tissus, puis il a été anlifar PCR. Les produits PCR ont été purifiés et séquencés a
| 6ai de de | a technol ogi e NGS. Les s®quences O

de références. Le protocole détaillé est présenté dans la publicaf\alelgtini et al, 2016).

I Poissons dulcaquicoles

Concernant les Poissons, sur 82 tissus collectés, 71 ont pu étre exploités pour la constitution
débune base de r ®f ®rences g®n®ti ques, repr ®sen
Guadeloupe ne sont pas encprésente dans la base de référemprésentée dans lEableaus, il
mangue notammenddspece&ryptolebias marmoratupourlaquellea ucun t i ssu Daba ®:
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plus, comme vu précédemment une particularité esfquestrus cirrhosus et Ancistrus triradiatus
ne peuvent °tre identifi® g®n®ti quement jusqu
du genre souAncistus sp.

M Crustacés dulcaquicoles

Concernant les Crustacésyr 89 tissus collectés, 79 ont pu étre exploités pour la constitution
doune base de r®f ®rences g®nNn®ti ques, repr ®s e |
échantillons d&herax quadriarinatuspour compléter la base de référenesbleaud).

Tableau8 : Liste des especes de Poissons et Crustacés présentes dans la baszedeesfADNe /

Guadeloupe
Agonostomus monticola Atya innocous
Ancistrus sp. Atya scabra
Anguilla rostrata Cambarellus patzcuarensis
Arcos nudus Guinotia dentata
Awaous banana Jonga serrei
Danio rerio Macrobrachium acanthurus
Dormitator maculatus Macrobrachium carcinus
Eleotris perniger Macrobrachium crenulatum
Gobiomorus dormitor Macrobrachium faustinum
Microphis brachyurus Macrobrachium heterochirus
Oreochromis sp. Micratya poeyi
Poecilia reticulata Palaemon pandaliformis
Poecilia sphenops Potimirim glabra
Poecilia vivipara Potimirim potimirim
Polypterus endiicherii Xiphocaris elongata
Pomadasys crocro
Sicydium plumieri
Sicydium punctatum
Xiphophorus hellerii

Les bases de références génétiques Poissons et Crustacés dulcaquicoles de G(izatdkaipe
8) nécessiteront

1.do°tre compl ®t ®es i _mWta®cegr elre |fbéuetnusre,mb & eennd ed 6

Guadeloupe
2. de s 0 as s urmus grahdeavariakilite géhétique possiblepour chaque g®ce
concern®e et ainsi optimiser | eur d®tectio

Pource ZM®point, le Tableau8 présente les espéces pour lesquelles la base de réféénéggques
estconsidéré commeopérationnellecependantdes tissuslevrontétre prélevede nouveau afin de
sbassurer que bpehétesdlestdsrpsur tous lesshaptotypesiidentifiés pour chacune
des especefvariabilité genétique la plusxhaustive possible).e Tableau9 ci-dessoudiste les

especes sur lesquelles doivent étre collecté du matériel génétique suppléraéntdir@ a v oi r ur
détection la plus optimale les concernant
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Tableau9 : Liste des espéces des bases de références pour lesquellesarirdisgus sont nécessaires

Poissons Crustacés

Ancistrus cirrhosus

Armases roberti

Ancistrus dolichopterus

Atya innocous

Ancistrus triradiatus

Atya lanipes

Awaous banana

Atya scabra

Ctenogobius fasciatus

Cambarellus patzcuarensis

Danio rerio

Macrobrachium acanthurus

Dormitator maculatus

Macrobrachium carcinus

Eleotris perniger

Macrobrachium crenulatum

Hypostomus plecostomus

Macrobrachium faustinum

Microphis brachyurus

Macrobrachium heterochirus

Pangio kuhlii

Micratya poeyi

Poecilia reticulata

Palaemon pandaliformis

Poecilia sphenops

Potimirim glabra

Poecilia vivipara

Potimirim potimirim

Polypterus endiicherii

Probopyrus pandalicola

Pterygoplichthys gibbiceps

Procambarus alleni

Pomadasys crocro

Xiphocaris elongata

Sicydium plumieri

Xiphophorus maculatus

Parmi les résultats ADNe obtenus, des especes nondiodesum spet Macrobrachium spont
été détectées. Ces especes correspondent pour la premiere a des hapl&igydsude plumieret
pour la seconde a des haplotypesvtacrobrachium faustinurou Macrobrachiumcrenulatumnon
encoreprélevéese n Guadel oupe, déo¥%» |l a n®cessit® de pr
base de r ®f ®rences et obtenitl snedmat | mper &t ®
en tant que telSicydium spet Macrobrachium sp. pour les analyses car leur prise en compte
reviendrait a considérer 2 nouvelles especes détectées par la méthode ADNe. La détection de
séquences deicydiumsp. a été ignorée c&icydium plumierétait systématiquemeniétecté sur les
échantillons concernédMacrobrachium spnda ®t ® conser VM&robpchem | or s
faustinumni Macrobrachiumcrenulatumn 6 ® t @a$ dtactés.

l1l.2 Application de la méthode ADNe

Les ®chantillonnages ont ®t® r®alis®s par |
ADNe ont été réalisés par SPYGEN selon les protocoles VigiDNA®.

Ces protocoles sont aujourdodéhui wvalid®s et
la biodiversité aquatique, sur le territoire Métropolitain Francais, en-®#r€Guyane, Nouvelle
Cal ®doni e, Mayotte et R®union) et ~ |1 06interna
LO®qui pe responsable des ®chantillonnages a
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. 2. a Protocol e et mat ®r | 3

Les pr® vements ont ®t® eff
cours dobeau. Pour chaque ®cha
| 6ai ddbune pompe p®ristaltique
filtration (Capsule Vigi DNAE)
de 0,45 Om. La filtration dure
de 1L/minute Figure2).

Sur chagque station en cour s
réalisés. Ce nombre de réplicats (3) permettra de réaliser des aniss
statistiques robustgBontet al, 2018; Cantereet al, 2019)

Le pr® ~vement ADNe est ef f eFigure2: Echantillonnagnat i g

station de p°che et si possi biselonleprotocoleViqiDN doun
Le volume doéeau filtr®e sur | e premierdela®pl i
guantit® de mati res en suspension dans | 6eau
finaux (Civadeet al, 2016)
La capsule de filtration est ensuite rempf&
déun tampon dd&ammmo Clslg
fourni avec les kits VigiDNAFigure 3) fermée, .
agitée puis conservée a température ambidia
avant dbé°tre envoy®e anal
Lors du prélevement, le matériel en cont
avec | “ eau ai nsi gu aqgue
opérateur sont préalablement nettoyés pour re e, y
l a boue et les débr i sFiqureB: Capsule ddiltration remplie d'un tampc | * EL
i . . ] de conservation
La manipulation dumatériel se fait avec des gan._
non stériles pour éviter | es contaminations a

[11.2.b Analyses ADNe

Les analyses ADNe et celles nécessaires a la création de la base de références génétiques, on
étée réalisées dans les laboratoires deY(®EEN adaptés au traitement des échantillons

environnementaux contenant de | 6ADN rare ou
environnement de type ¢ salle blanche é&ntrper me
échantillons>. Isds posent de cing salles dbdédanal yses <cor

do ADN diFigure@r ,ende (pressions diff ®r entinetl leets ,d 6du
traitement UV. Pour éviter toute contamination, le personnel responsable des analyses doit respecter
un ordre de passage dans |l es salles et dispos
charlotte et suchaussures a usage unique).
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Bloc 1: ADN rare Bloc 2 : ADN classique

Figure4:Pr ®s ent at i on ddes lalwratbireseSPYGEN anal y s e

LOADN est extrait ° partir de | a

capsul e de

| 6ai de doéun coupl e d o acumetagoamsniquemecherehe @askonses p
crustacés). Pour chaque échantillon, 12 réplicats PCR sont rg#igése 5). Concernant les
crustac®s, | e couple dbébamorces universel/l

es u

Les ADN amplifi®s sont ensuite s ®qtoepnsle&ds = |
séquences obtenues sont analysées grace a des outilfobitatiques et comparées a la base de
références génétiques locale, dans ce cadre celle des Poissons et Crustacés dulcaquicoles d

Guadeloupe, et a la base de références pubkl§aBank®.

Des contrtles n®gatifs sont effectu®s s
de contrdler la pureté des consommables utilisés et de mettre en évidence une possible contamination
croisée au cours de la manipulation. Le protodélaillé est présenté dans la publicatiorfRiEntet

al., 2018)

Les r®sultats sont pr®sent ®s sous for me
nombre de séquences ADN associées pour chaque échantillon.
Filtration d’eau Extraction d’ADN
—
Base de références Amplification et
génétiques préparation de la
«library »
Liste es taxa Analyse de données Séquencgage Nouvelle
identifiés (bioinformatique) Génération
Expertise ADNe metabarcoding en milieu aquatique
Figure5:Sch®ma explicatif de | 6expertise ADNe
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l11.3 Protocole de péche électrique

I11.3.a Réflexion concernant le choix du protocole

Le choix de la méthode de péche électrique a étée sélecBond ans | 6objecti f d
repr ®sentation possible du cours dbdéeau en mat
pas, dans le cadre de ce projet, de comparaison entre les données obtenues en Guadeloupe avec I
données de métropl e, i | néy a pas doéobligation ° se ba
Francais pour la Biodiversité (OFB) dans le cadre de ses projets, a savoir une péche partielle par
points(COPIL n°1, 2019)

Pour choisir et mettre en place notre protocole, nous avons réalisé une comparaison entre les
différentes méthodes de péches électriques utilisées aux Anlidlpéche compléte (utilisée lors des
protocoles PNG), la péche partielle par points (utiliséedes protocoles DCE (Directive Cadre sur
| 6Eau) , |l a m®t hode de Lury, |l e protocol e CSP
ambiance et la méthode par facies. La comparaison de ces différentes méthodes avec leur description,
leurs avantags et leurs inconvénients par rapport a nos besoins est esibieexeb.

Le protocole ° mettre en place devaitennous
termes deichesse spécifique sur les stations. Gelyouvait étre un protocole fait sur mesure pour
notr e p raaife@nspiré de @ratosoles déja existants, adapté a nos besoins et réalisable pour
nos deux campagnes de terrain. Il était imgoutrtle réfléchir a un protocole réalisable en saison séche
comme en saison de pluies, en aval comme en amont, pour de trés faibles et trés fortes abondances
afin de garder le méme protocole pour toutes nos stations.

Afin doéobtenir |ien posgbiednlteemes deichessespé@fisue Mana nos
cours dbébeau, | e protocole choisi est un m®l an:{
le cadre du protocole réseau de suivi des peuplements des rivieres de Guadeloygehe
compléa e) et cel ui utilis® dans | e cadre de | a mi
effet, on peut voir dbébapr s | a comparaison de
plus adaptés a notre attente qui consiste a assurboane exhaustivité de richesse spécifique tout
en ®tant r®alisable sur | 6ensemble de nos st a

Le protocole choisi pour ce projet est donc le suivant

1. dans un premier temps, réaliser ypézhe compléteavec 1 pasge sans filet amont/aval,
avec un filet sur | 6anode; sur une surface

2. dans un second temps, si la comparaison avec les données historiques montre que certaines
esp ces potentiell ement pr ®s e ntaobhescomplete,Mit pa
est possi bl e t0&seutéthantillons eamplgmerdagqes@aXimum sur des
habitats absents de | a zone initiale (plus
l e maxi mum dbéesp ces.

De plus, les espéces observéesmah capturées sont également ajoutées a la liste des données.
Le méme standard de péche doit étre appliqgué a toutes les stations. Cela concerne en particulier
| 6ef fort de p°che qui d®pend essentiell ement
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®l ectrifi®es (2 ®puisettes dont | -habithteexiktdnes v ar
sur le site).
La p°che © | 6®lectricit® et | e travail dan:

protocole de péche choisi respectedensignes suivantes

T La mise en Tuvre doéune p°che © | 6®l ectrici
une formation spécifique et chaque équipe doit comporter au minimum deux personnes
formées pour procurer les premiers soins en cas désiélectriques.

T Compte tenu des dangers i ndui tlsassgeasion, le®ut i |
op®r ateurs dans | 6eau doi v eTotites e petsennes d e s
pr ®sentes sur | e chanti er abee parftatoméancheo(at t ¢

wadders »), de cuissardes ou de bottgSeux qui participent a la capture des poissons ou a

la manipulation de I'appareillage électrique doivent étre de plus, munis de gants de protection
électrigue en bon état et protégeant @r#r tension mise en jeu lors de la pédhes
consignes de sécurités doivent étre rappelées avant chaque début de péche.

1 Concernant le voltage utilisé pour les péches, aludioit étre réglé en fonction de la
conductivité ainsi que des conditions hydiques (vitesse et profondeur) de fagcon a assurer
une attractivité efficace sur le poisson sans le blesser.

1 Les épuisettes doivent présenter un filet dont le vide de maille est inférieur ou égal a 5mm. La
taille des ®pui sett egslonquéunde gnanaohe) datEtre fadaptéeen d 6
fonction des conditions de péche (vitesse de courant notamment) de facon a garantir la
meilleure efficacité de capture possible.

1 Des récipients adaptés (bassines, seaux) et facilement transportables sont tiodigposi
nombre suffisant pour transférer les poissons du lieu de capture au chantier de biométrie. Pour
assurer le maintien des poissons dans de bonnes conditions de survie, des bulleurs sont

®gal ement wutilis®s pour oxyg®ner | es bacs
1T Loapprobhetidaer cest interdite 7 toute pers
protection.

[11.3.b Protocole établi

Les captures de poissons et de crevettes so
| 6®l ectricit® (Il 6anode est ®qui p®e doéun fil et
®l ectrifi®es ayant un visécksdedype Hars Grass| ¢G2ZPapable. L 6
do®mettre 2 types de courant (continu ou pul s
Les p°ches sbéeffectuent toujours de | 6aval ve

Préparation avant péche

1. Avanttoute préparation,iles i mp®r at i f ddéattendre | a fin
2. Mesurer la longueur et la largeur de la station et définir une surface de péche de maximum
250m2 comportant au moins 2 faciés

8 Arrétédu 2 février 1989 portant dérogation aux prescriptions des articles 11 et 16 du décret du 14 novembre 1988
pour |l 6utilisation des installations de p°ches ° | 6®I e
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3. Noter la longueur totale et la surface de la station

4. Mettre les équipements derotection individuel
(EPI) et rappeler les consignes de sécurité

5 I nstaller | 6appareil de p°che ®l ectrique
mani pul ateur débanode en branchant | 6anode
cathode Equiper 2 p°cheurs doéune ®puisette r
®l ectrifi ®e chacunoissdns un p°cheur dodéun bac

6. Les p°cheurs doivent se placer | 6aval de

Protocole de péche électrigue

1. Prospecter la station (250m2 maximum) par petifigure6 : Péche électrique
surfaces, Qqui s o0n tépupemert d secteur, lusecpprés Tauteo mp | e t

2. Le manipul ateur débanode remonte | e cours
mouvement consistant ) poser |l e cercle de
mani pul ateurs do®ptui dbaduterse sarn u®st rdaei tp ad @
renouvel ®e sur toute | a | argeur du cours d

3. Pour | a prospection de parties plus profon
di fficile (ex : embO®cl esl 6ismtuesr rbleptgiesn &y , «
(au moyen de | 6interrupteur ou en sortant
le comportement de galvanotaxie du poisson

4. Tous les animaux sont recueillis dans le bac a poissons puis transférés régutiéesle
chantier de biom®trie en | es conservant \
oxyg®n®e, jusqubdébau moment du tri

5. A la fin de la péche compléte, 10 points
complémentaires maxum librement choisis par
| 6op®r ateur peuvent °tre ®chantill onn®s.
déunit®s doé®chantill onnage ci bl ®es sur des
peu représentés (voir anecdotiques) mais
particuli rement attractifs pour | 6ichtyof
habitats sont choisis pour pertnetde compléter le
cas échéant la liste faunistique par la capture
doesp ces rares, i nf cigure7:Bacsdetridesespeces i t gt
localisés et peu représentés sur la station précédemment péchée. Ces prospections ne sont pa
obligatoires, mai s euRoersElaeaque la prospectionsréguliere | 6
risque de ne pas couvrir certains habitats ou que les données historiques indiquent la présence
débune esp ce non captur®e | ors de |l a p°che

6. Noter les especes vues mais non capturées lors de la pécpeé®lagpéche par prospection

visuelle)

7. Toutes les crevettes et tous les poissons capturés sont ensuite triés par especes.

l1l.4 Biométrie des especepéchées

Le protocole mis en place concernant le relevé des données de ces especes est le suivant :

1. Tous les individus sont triés selon leur espéce.
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