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RESUME

Apres un fort et rapide déclin en Europe au cours de la seconde moitié¢ du XXe siecle, la Loutre d’Eu-
rope Lutra lutra (Linnaeus, 1758) a survécu dans une série de noyaux de populations isolés d’ou elle
aentrepris la recolonisation de nombreux territoires. Une série d’études a tenté de mieux comprendre
les raisons de 'expansion rapide de cette espéce rare et emblématique. Le développement récent de
méthodes moléculaires a permis de développer diverses études de suivi des populations de loutres. Une
part croissante des études génétiques sont basées sur la collecte et le génotypage d’indices de présence
laissés par les individus, ne nécessitant pas la capture, ni méme I'observation de I'espece. Ces études
ont permis d’améliorer nos connaissances concernant la biologie de la Loutre, de I'estimation de la
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taille des populations a la dynamique de Iespece. Cette synthése fait le point sur les études géné-
tiques réalisées sur la Loutre en Europe. Elle présente également les derniéres études réalisées sur la
majorité de l'aire de distribution de la Loutre en France. Cette synthése ne vise pas 2 faire une étude
bibliographique sur I'espéce, mais & mettre en évidence 'apport et les limites actuelles des analyses
génétiques pour la compréhension de la biologie de la Loutre 4 différentes échelles d’espace et de
temps. Ainsi, les résultats d’une étude génétique réalisée chez une espece nord-américaine, la Loutre
de riviere Lontra canadensis Schreber, 1777, sont aussi inclus dans cette synthése.

ABSTRACT

Contribution of ‘genetic studies to the under:mnding 0f the population dymzmif: of Eurasian otter (Lutra
lutra (Linnaeus, 1758))

'The Eurasian otter Lutra lutra (Linnaeus, 1758) experienced a dramatic decline in Europe during the
20th century, persisting only in small and spatially isolated populations. Since the 1970s and its legal
protection in many regions, the species expanded in range and numbers, which stimulated scientific
studies. The simultaneous development of molecular methods allowed scientists to adopt non-invasive
sampling techniques for the monitoring of the species. These methods rely on the collection of cues
of the species presence and neither requires to capture nor to observe the individuals. These studies
improved our knowledge on the biology, population size and population dynamics of the species.
The present article summarises the state of the art on otter in Europe based on recent genetic studies
conducted throughout the species distribution range in France. We did not aim at an exhaustive review
of studies on Eurasian otter, but rather at illustrating to what extent genetic studies contributed to our
knowledge on otter biology at different temporal and spatial scales. Thus, innovative studies conducted

non invasive sampling.

INTRODUCTION

Au cours des siecles précédents, la Loutre d’Europe Lutra lutra
(Linnaeus, 1758) a été largement persécutée. Vue comme une
concurrente en raison de son régime piscivore et piégée pour
sa chair ou sa fourrure, elle n'a pas été épargnée. Le coup
de grace a suivi au XXe siecle avec une intensification de ses
destructions, une dramatique disparition de ses habitats,
Parrivée de polluants tels que les PCB (polychlorobiphényles)
et la dégradation généralisée de la qualité de I'eau ou encore
la raréfaction des proies.

Face a la diminution massive des populations en France,
sa chasse fut interdite en 1972 et son statut de protection
fut renforcé dés 1976. Malheureusement, & cette époque, la
Loutre était déja devenue tres rare et seuls quelques « refuges »
subsistaient, notamment dans le Massif central et sur la
facade atlantique. La situation apparaissait ainsi critique pour
Iespéce. Pourtant, dés la fin des années 1980 et le début des
années 1990, la Loutre a peu a peu recolonisé naturellement
une série de régions du Grand Sud Ouest de la France. Cette
recolonisation est toujours en cours. La Loutre gagne ainsi du
terrain jour apres jour et se réinstalle actuellement 4 grande
échelle sur pres de la moitié du territoire francais. Cependant,
de nombreuses questions demeurent encore concernant 'am-
pleur de ce retour et 'origine des populations recolonisatrices
(Defontaines 1999).

Grice au développement des nouvelles technologies de
biologie moléculaire et a 'utilisation d’approches dites «non
invasives», basées sur 'étude des animaux a partir de leurs feces
ou toute autre matiere biologique collectées sur le terrain (ex.
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on River otter Lontra canadensis Schreber, 1777 based on molecular methods were also included.

poils, urine, mucus, etc.), il a été possible d’étudier un large
échantillonnage de loutres distribué sur la majorité de son aire
de distribution francaise actuelle. Grace 4 cette approche, il a
été possible de mieux comprendre la biologie de la Loutre et
les secrets de sa recolonisation progressive du territoire francais
apres une diminution drastique de ses populations. Ainsi, le
suivi de la Loutre par des méthodes génétiques «non-invasives »
a permis de s'affranchir de certaines contraintes pratiques et
technologiques des méthodes conventionnelles (télémétrie,
identification individuelle). Cependant, I'application de pro-
cédures strictes lors des phases de collecte des échantillons,
d’extraction ’ADN et d’identification individuelle sont
indispensables pour pleinement exploiter les potentialités
offertes par les méthodes « non-invasives ».

Cette synthese présente les résultats récents issus d’analyses
génétiques de populations de loutres en France, illustre I'apport
de ces analyses dans la connaissance de la biologie de 'espece
et en quoi elles compleétent les analyses conventionnelles, et
fait le point sur les limites des méthodes moléculaires.

LCADN AU SERVICE DES BIOLOGISTES
POUR MIEUX CONNAITRE LA LOUTRE

Les collisions routiéres sont une cause fréquente de mortalité
chez la Loutre, représentant jusqu'a 87 % des cas connus de
mortalité dans une population (Koelewijn ez a/. 2010). Du
fait de leur accessibilité et disponibilité, les carcasses ont été
la premiére source ’ADN pour les études génétiques chez
cette espéce, rapidement suivie par 'analyse d’échantillons
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TAaBLEAU 1. — Taux de succes de génotypage de Loutre d’Europe a partir de
différentes sources d’ADN. Chaque cellule ne contient qu’un seul noyau et plu-
sieurs milliers de mitochondries. Il est donc plus aisé de déterminer I’haplotype
mitochondrial que le génotype nucléaire a partir d’ADN dégradé.

Matériel Marqueurs  Succés Référence
génotypage
Epreintes Microsatellites 41,2 % Jacob (2012)
(61/148)
Epreintes Microsatellites 58,3 % Réseau Loutre LPO
Rhone-Alpes &
Jacob (2012)
Epreintes Microsatellites 43,0 % Vergara et al. (2014)
Epreintes Mitochondrial 97,7 % Vergara et al. (2014)

Muscle/peau Microsatellites 100 % (5/5) Jacob (2012)

Gelées anales Microsatellites 71% Mowry et al. (2011)

Epreintes Microsatellites 41,2% Prigioni et al. (2006)

Epreintes Microsatellites 20 % Dallas et al. (2003)
(84/426)

Divers Microsatellites 35,1 % Lerone et al. (2014)

non-invasifs (Dallas ez 2. 2003). En effet, le développement
des méthodes de biologie moléculaire a permis d’utiliser
différents matériels comme source ’ADN. Ainsi, en plus
d’échantillons de tissus et d’épreintes, les gelées anales déposées
lors du marquage des territoires ou des poils arrachés par des
branches ou des fils barbelés peuvent étre utilisés pour mener
des études génétiques. Tandis que les carcasses sont une source
d’ADN de bonne qualité, les échantillons non-invasifs ne
permettent d’extraire que de faibles quantités ’ ADN, géné-
ralement dégradé. La qualité de la source ADN utilisée a un
fort impact sur la proportion d’échantillons génotypés avec
succes et sur la fiabilité des génotypes obtenus (Tableau 1).
Cependant, malgré les difficultés techniques, la collecte
d’échantillons non-invasifs reste majoritairement utilisée dans
les études sur la Loutre car elle ne requiert pas de contact
direct avec 'espéce et perturbe moins le comportement des
individus. Lutilisation de ce type de matériel demande une
grande rigueur, tant au niveau des protocoles de collecte et
de conservation des échantillons (Hajkova ez a/. 2006) que
de lamplification des marqueurs génétiques (Lampa ez al.
2007). Une telle rigueur est essentielle afin de s'assurer de la
bonne exploitation des données obtenues et de la fiabilité des
résultats (voir Annexe 1).

UNE LONGUE HISTOIRE EVOLUTIVE
DE LA LOUTRE EN EUROPE

Les analyses phylogénétiques suggerent que la tribu des Luzri-
nae, actuellement représenté par 13 espéces, regroupe trois
lignées évolutives distinctes qui auraient divergé au cours
du Miocene (—14 4 —11 Ma) a partir d’'un ancétre commun
vivant dans le sud de 'Asie (Koepfli & Wayne 1998). La
premiere lignée n'est représentée que par une seule espéce,
la Loutre géante d’Amazonie Preronura brasiliensis (Gmelin,
1788). La deuxieme lignée regroupe les quatres especes du
genre Lontra Gray, 1843, lesquelles auraient emprunté le
détroit de Béring des la fin du Pliocéne pour coloniser le
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continent américain (Prassack 2016). La troisi¢me lignée,
a lorigine des huit especes de loutres de 'Ancien Monde,
dont la Loutre d’Europe Lutra lutra, aurait colonisé les conti-
nents asiatique, européen et africain durant le Pléistocéne
(=2,6 Ma a —12 000 ans).

Lors du dernier maximum glaciaire (~22 000 4—16 000 ans),
I'Europe du Nord (Scandinavie et nord des iles Britanniques)
a été couverte par une importante calotte glaciaire, tandis que
le quart nord-est de la péninsule européenne était recouvert de
permafrost et de végétation de type toundroide a steppique.
Ce type d’environnement a empéché la Loutre de survivre
dans la majorité des régions européennes, a I'exception des
péninsules méditerranéennes, au climat plus tempéré. Au
terme de la période glaciaire, il y 2 3000 ans, la Loutre a pu
commencer a étendre progressivement son aire de répartition
jusqu’a coloniser la majeure partie de 'Europe. Le méme
haplotype mitochondrial est retrouvé a une fréquence trés
élevée dans toutes les populations étudiées (Ferrando ez al.
2004 ; Pérez-Haro et al. 2005 ; Mucci et al. 2010). Cette
observation suggere que les populations européennes parta-
geraient une origine commune, et donc, que I'espéce aurait
survécu dans un refuge unique situé vraisemblablement dans
le sud de la péninsule italienne ou dans I'est de 'Europe.

La présence d’haplotypes rares et spécifiques est cependant
observée chez les populations du Danemark (Mucci e 4.
1999), de Su¢de (Honnen ez al. 2011), d’Allemagne (Cassens
et al. 2000), de la péninsule Ibérique (Ferrando ez al. 2004 ;
Pérez-Haro et al. 2005), de Finlande (Honnen ez 2l. 2015),
d’Tralie (Ketmaier & Bernardini 2005), d’Irlande (Finnegan &
N¢ill 2010), des iles Britanniques (Stanton ez a/. 2009),
d’Israél (Cohen et al. 2013) et de France (Jacob 2012). Ces
haplotypes mitochondriaux, résultats de 'accumulation de
mutations au fil des générations, sont restés confinés dans
la région ou ils sont apparus du fait de la faible capacité de
dispersion des femelles ("TADN mitochodrial est transmis
par la mere; voir Annexe 1).

Dans le cadre du suivi génétique de la Loutre dans la région
Rhoéne-Alpes (Jacob 2012), nous avons détecté 'haplotype
Lut I commun a toutes les populations de loutres d’Europe et
décrit un nouvel haplotype Lut 16 (numéro d’ordre GenBank
MHO078056) qui pourrait étre spécifique aux populations de
est du Massif central. Un troisitme haplotype Luz 3, a été
observé dans la population de Haute-Savoie. Cet haplotype,
identifié comme provenant d’une souche captive d’origine
hybride probable (lignée-4 de I'Otter Trust), a été retrouvé
dans P'est de 'Angleterre (Stanton ez a/. 2009), dans le nord
de PAllemagne (Cassens ez al. 2000) et dans différentes
populations captives en Europe (Pérez-Haro er al. 2005;
Mucci er al. 2010). La présence de cet haploype suggére
que la population de Haute-Savoie aurait bénéficié d’un
renforcement démographique a partir d’individus issus de
captivité. Les deux individus identifiés sur I'’Arve montraient
des signes de différentiation génétique et portaient certains
alleles que 'on ne retrouvait dans aucune autre population
de Rhone-Alpes. Cependant, le faible nombre d’individus
disponibles ne nous a pas permis de conduire des analyses
plus completes.

65



» Pigneur et al.

UNE REGRESSION IMPORTANTE
DEPUIS PLUSIEURS MILLIERS D’ANNEES
SUIVIE D’UNE RECOLONISATION RECENTE

Lexpansion démographique de 'THomme en Europe coincide
avec le déclin de la Loutre, probablement suite & une traque
intensive pour sa fourrure et d’une compétition pour les res-
sources en poisson (Pertoldi ez a/. 2001). Ainsi, depuis plusieurs
millénaires, la Loutre a persisté a des densités plus faibles dans
les régions les plus anthropisées, ce qui a fortement contraint le
brassage génétique entre populations.

Depuisla fin du XIXe, la persécution de la Loutre sest intensifiée,
pour conduire & une fragmentation extréme de ses populations
sur le territoire francais, I'espéce survivant principalement dans
quelques refuges situés en Bretagne, dans le Massif central, sur la
facade atlantique et peut-étre la région pyrénéenne. Cependant,
depuis une vingtaine d’années, I'espéce a peu a peu recolonisé
naturellement une série de régions du Grand Sud Ouest de la
France. Les processus de recolonisation et les relations entre les
populations refuges restent néanmoins encore sujets a débat.

Les études génétiques réalisées par Mucci ez al. (2010) et Geboes
et al. (2016) sur la base de marqueurs microsatellites (11 et 7
respectivement) ont suggéré une sous-structuration des popu-
lations (de deux 2 trois clusters génétiques). Mucci ez al. (2010)
ont par ailleurs mis en évidence des échanges d’individus suivis
de reproduction (flux génétiques) entre populations refuges.
Cependant, ces études ont été effectuées 2 une échelle spatiale
restreinte (principalement sur la fagade atlantique frangaise), ne
permettant pas de donner une image générale de la structure
génétique de la Loutre sur 'ensemble du territoire francais.

Clest dans ce contexte quune nouvelle étude génétique (comm.
pers.) a été développée dans le cadre du «Plan national d’Action
en faveur de la Loutre d’Europe» afin de mieux cerner la structure
génétique de la Loutre sur 'ensemble de laire de distribution
francaise de I'espece mais aussi 'état de «santé génétique» des
populations refuges et d'identifier d’éventuels flux génétiques
existant entre celles-ci. Lobjectif de ce travail a été également de
mieux comprendre le processus de recolonisation actuellement
en cours. Cette étude a été basée sur l'utilisation de 14 marqueurs
génétiques hypervariables et une approche non invasive, cest-a-
dire & partir d’épreintes et de tissus provenant d’animaux trouvés
morts (comm. pers.).

UNE SURVIE RECENTE
DANS PLUSIEURS REFUGES REGIONAUX, )
SUIVIE D’UNE RECOLONISATION MARQUEE

La premicre phase de I'étude a concerné plus de 200 individus
provenant principalement de I'ouest du pays, de la Bretagne aux
Pyrénées, en passant par le Limousin, la fagade atlantique et le
Massif central (comm. pers.), auxquels s'ajoutent 43 individus
provenant de la région Rhone-Alpes et trois individus provenant
d’Andorre (G. Jacob, données non publiées). Les analyses de
structuration génétique (programme STRUCTURE, Pritchard
etal. 2000) ont révélé lexistence de six groupes génétiques dis-
tincts, confirmant que des populations de loutres ont persisté
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dans les Pyrénées, le long de la fagade atlantique, en Bretagne,
en Limousin, sur le bassin versant de la Garonne et dans la
région Rhone-Alpes.

Les résultats obtenus aI'échelle de I'ouest de la France ont éga-
lement mis en évidence qu'une part non négligeable d’animaux
présentaient un patron génétique «chimérique» associant des
caractéristiques de lignées génétiques différentes. De tels résultats
tendent a démontrer la dynamique importante de lespece dans
cette région et sa faculté d’échanges génétiques entre populations
auparavant séparées. Ce résultat est d’autant plus surprenant que
les déplacements d’individus sont contraints par les larges zones
d’habitats non favorables a 'espéce, dont les milieux fortement
anthropisés, ou par les forts dénivelés entre bassins versants
(Janssens et al. 2007 ; Cohen et al. 2013). Lisolement géogra-
phique des populations situées aux limites de I'aire de répartition
de Pespéce (Bretagne, Pyrénées et région Rhone-Alpes; Fig. 1)
est probablement a lorigine des degrés élevés de différentiation
génétique observés dans ces trois populations.

Ces études sont toujours en cours et permettront d’étudier
de maniére fine le processus de colonisation de la Loutre sur
'ensemble du pays.

Le brassage génétique entre populations n'est pourtant pas
toujours évident chez la Loutre. En effet, des facteurs intrinséques
a espéce peuvent également étre impliqués pour favoriser ou
au contraire limiter les relations entre populations différentes.
Lespérance de vie est en effet faible chez la Loutre, les femelles
vivant en moyenne 3,2 ans contre 3,0 ans pour les males (Kruuk
2006). Chaque année, environ un tiers des femelles d’'une popu-
lation disparait, ce qui libére autant de territoires. Une partie
des femelles nées dans la population participe au roulement de
la population, ce qui limite la capacité d’expansion de I'espece.
Létude des déplacements par télémétrie et les analyses génétiques
chez la Loutre a montré que les jeunes femelles tendent & s'établir
a proximité du territoire sur lequel elles sont nées. Ce phénomene
induit un fort apparentement entre individus sur des distances
de 20-50 km (Dallas ez a/. 2002 ; Lanszki ez al. 2008 ; Quaglietta
etal. 2013) et des flux génétiques faibles entre populations sépa-
rées par des distances de 100-150 km (Dallas ez /. 2002) méme
en I'absence de barrieres a la dispersion.

Au contraire, le territoire d’'un méle chevauche plusieurs
territoires de femelles (Kruuk 2006). Alors que la plupart des
femelles contribuent a la reproduction, quelques males peuvent
dominer une surface d’environ 200 km2 et monopoliser les
femelles sur ce secteur durant plusieurs mois (Koelewijn ez 4l.
2010). Ainsi, les jeunes nés sur un secteur tendent a étre appa-
rentés, ce qui contribue 4 la réduction de diversité génétique
au fil des générations (Ferrando ez a/. 2008). Les jeunes males
sont rapidement chassés du territoire sur lequel ils sont nés et
explorent des habitats parfois tres éloignés, ce qui induit une
plus forte mortalité, en particulier par collisions avec le trafic
routier (Koelewijn ez /. 2010). Un rapide renouvellement
des individus est alors observé, comme mis en évidence lors
du suivi génétique sur trois ans d’une population de Gironde
(Pigneur, non publié). Ce phénomene a aussi été observé lors
du suivi de espéce sur la riviere Ardéche. Ainsi, seuls huit
males ont été détectés en 2009 dans le périmetre de la Réserve
naturelle nationale des Gorges de '’Ardéche (RNNGA). Des
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Fic. 1. — Représentation géographique des six groupes génétiques de Loutre d’Europe mis en évidence. Une couleur différente est assignée a chaque groupe
génétique: bleu, groupe génétique de la fagade atlantique; jaune, groupe génétique dit de Rhone-Alpes; orange, groupe génétique dit breton; rose, groupe
génétique dit du Massif central ; vert, groupe génétique dit du Limousin; violet, groupe génétique dit des Pyrénées. Les diagrammes représentent pour chaque
individu les probabilités d’appartenance a chacun des six groupes génétiques définis.

prospections menées en 2010 sur Ardeéche et ses affluents
30-50 km en amont de la RNNGA ont permis d’identifier
quatre nouveaux males et une femelle. Enfin, en 2011, trois
nouveaux males et deux nouvelles femelles étaient détectés dans
la RNNGA (Jacob & Réseau Loutre LPO Rhone-Alpes 2012).
Bien quanecdotique, ces observations suggérent un renouvel-
lement rapide de la population et une expansion spatiale plus
rapide chez les méiles que chez les femelles, ce qui se traduit
par un sex-ratio fortement biaisé en faveur des males lors de la
phase de colonisation.

Nous ne connaissons pas le sexe des premiers individus détectés
dansles Gorges de 'Ardéche, mais il est fort probable qu'il s'agisse
de jeunes méles explorant de nouveaux territoires. Aucune femelle
n'a écé détectée lors des prospections menées dans le périmétre de
la RNNGA en 2009 et sur dautres riviéres ardéchoises en 2010.
Ce n'est quen 2011, soit plus de 10 ans apres que la présence de
I'espece ait été confirmée dans la RNNGA (Bendelé 2000), que
des femelles ont été détectées sur ce secteur. Lobservation d'indices
ou d'individus est donc un pictre indicateur de linstallation d’une
population stable chez la Loutre et seule 'observation de loutres
méles et femelles, ou de loutrons dans une méme zone peuvent
attester de son installation pérenne.
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UNE ESTIMATION DES DENSITES
DE POPULATIONS SOUVENT COMPLEXE

La présence de la Loutre est le plus souvent détectée par la
présence d’indices et, plus rarement, par des observations
directes, généralement furtives. Les estimations de densi-
tés d’individus reportées dans la lictérature ne concernent
généralement que des secteurs dans lesquels des populations
de loutres étaient établies depuis de nombreuses années.
Cependant, sous réserve d’'un bon échantillonnage et de
I'utilisation de marqueurs suffisamment variables, les outils
génétiques permettent actuellement d’estimer la densicé
d’individus dans des secteurs colonisés récemment, et dans
lesquels la dynamique locale n’est pas ou peu étudiée. Or,
C'est justement dans ces secteurs que ['on s’attend a observer
une forte proportion d’individus erratiques. I n’est donc
pas surprenant que les densités estimées par des analyses
génétiques soient supérieures a celles reportées dans la lit-
térature a partir de méthodes conventionelles (Hung ez 4.
2004 ; Kalz ez al. 2006 ; Prigioni er al. 2006 ; Hajkova ez al.
2008; Jacob & Réseau Loutre LPO Rhoéne-Alpes 2012;
Vergara et al. 2014).
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DES DEPLACEMENTS INDIVIDUELS
IMPORTANTS

La rareté des marques distinctives sur le pelage chez la Loutre
complique singuli¢rement I'identification individuelle. Des
méthodes plus ou moins intrusives ont été mises au point pour
pallier a cette difficulté. Ainsi, Jenkins (1980) a mis en évidence
le déplacement sur 68 km d’un jeune male préalablement
marqué au zinc radioactif en relevant la localisation d’épreintes
présentant un taux de radiation anormalement élevé.

La plupart des rares données disponibles sur la taille des
domaines vitaux et des déplacements individuels ont plutot
été basées sur des approches de télémétrie. Certaines de celles-
ci ont nécessité I'implantation chirurgicale d’émetteurs radio
(Kruuk 20006), révélant par exemple les déplacements de cinq
maéles sur des distances de 11 2 25 km (Quaglietta ez al. 2013).
La mise au point de méthodes de télémétrie moins invasives
utilisant des émetteurs VHS ou GPS montés sur des harnais
ont été testés avec succes (Quaglietta ez /. 2012), mais aucune
donnée de déplacement utilisant cette technologie n’a, a notre
connaissance, été publiée a ce jour.

Alternativement, les méthodes de capture-recapture génétiques
ont montré que les males tendent a se déplacer plus que les femelles
(Koelewijn ez al. 2010; Quaglietta ez al. 2013), en partie du fait
que les jeunes males sont chassés par les males dominants tandis
que les femelles sont tolérées. A titre d’exemple, une étude géné-
tique effectuée dans la région du Limousin (Pigneur ez al. 2014)
a démontré des mouvements d’individus sur plus de 20 km en
Iespace d’a peine 24 4 48h. Une autre étude génétique conduite
dansles Gorges de Ardeche a mis en évidence le déplacementen
quelques jours d’'un male sur plus de 15 km et d’une femelle sur
plus de 12 km (Jacob & Réseau Loutre LPO Rhone-Alpes 2012).

LES LIMITES DE LA GENETIQUE POUR LETUDE
D’ESPECES ELUSIVES COMME LA LOUTRE

Cette synthése montre de fagon convaincante que la connais-
sance de la biologie de la Loutre a bénéficié de l'utilisation de
techniques moléculaires. Ce dernier paragraphe vise a souligner
les biais méthodologiques 4 prendre en compte lors de I'inter-
prétation des résultats et les contraintes techniques qui restent
a résoudre afin de pouvoir pleinement exploiter les possibilités
apportées par les techniques moléculaires.

Une étude récente (Lampa ef a/. 2015) a montré que les plus
fortes densités d’indices de présence étaient observées sur les sites
les plus exposés, amas de terre ou de limon activement édifiés,
rochers, racines ou mottes d’herbes. Les gelées anales éraient le
plus souvent observées sur les sites exposés, les épreintes érant
majoritairement retrouvées en plus faible nombre et dans les sites
les moins exposés. Cest en génotypant les indices de présence
collectés que les auteurs ont montré que les males déposaient
plus fréquemment des gelées anales et moins fréquemment des
épreintes que les femelles (le nombre d’indices déposés ne diffé-
raient pas entre les sexes). Du fait de ces différences de compor-
tement de marquage, la probabilité de détection est plus élevée
pour les méles que pour les femelles. Les auteurs recommandent
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de visiter tous les types de sites de marquage afin de limiter le
biais d’échantillonnage. Cette étude a été conduite dans un type
particulier d’habitat (zones marécageuses et étangs piscicoles) et
les conclusions doivent encore étre validées dans des milieux diffé-
rents (fleuves ou riviéres), rencontrés majoritairement en France.

Certains problémes techniques limitent aussi la généralisation
des suivis génétiques et en premier lieu par le taux de succes rela-
tivement faible de génotypage (dépassant rarement 40 %) et par
le risque d’erreur de génotypage.

Une fois les échantillons génotypés, il faut s'assurer que la
probabilité que deux individus dans la population partageant le
méme génotype soit suffisamment faible pour que 'on puisse
identifier de facon fiable chaque individu d’aprés son génotype
(Taberlet & Luikart 1999; Lerone et 4l 2014). Le dénombre-
ment des génotypes uniques permet alors de quantifier le nombre
minimum d’individus présents sur un site durant la période
étudiée (= nombre de génotypes uniques).

Le succes relativement faible de génotypage et le taux d’erreur de
génotypage rendent quelquefois difficile la possibilité d’identifier
les individus d’apres leur génotype. Cela augmente le risque de
surestimer le nombre d’individus présents, comme cela a pu étre
vérifié lors d’une étude préliminaire sur le fleuve Loire (comm.
pers.). Ces contraintes méthodologiques limitent I'applicabilité
de méthode basées sur la génétique pour estimer la densité de
populations de loutres (Lampa e# a/. 2013).

Léchantillonnage représente aussi un point important. Il n'est
pas possible d’estimer précisément 'age d’une épreinte sur le
terrain et, par conséquent, il n'est pas possible de déterminer la
chronologie, et donc la direction suivie par un individu lors de la
dispersion et sa vitesse de déplacement. Le nettoyage quotidien
des sites de marquage permet de dater la dépose des épreintes
et permet de résoudre ce probléme. Mais cette pratique est
généralement considérée comme une source de dérangement
susceptible de perturber les populations et de les vulnérabiliser.
Lampa ez al. (2015) ne discutent pas d’effets négatifs associés au
nettoyage des sites de marquage et suggérent que les individus
réagissent en augmentant la fréquence de marquage sur les sites
nettoyés. Ce phénomene augmente la probabilité de détecter les
individus déja détectés, un phénomene susceptible de biaiser les
estimations de parametres démographiques.

De nouvelles méthodes pour la conservation des échantillons
et l'extraction ’ADN sont réguli¢rement développées et per-
mettront, a terme, d’améliorer encore la fiabilité des analyses
génétiques basées sur des échantillons non-invasifs. De nouvelles
approches basées sur les technologies de séquencage a haut débit
sont également en phase de mise au point. Elles permettront
d’augmenter fortement le rendement des approches d’identif-
cation individuelle, par le séquencage de milliers de copies de
chaque allele microsatellite par exemple.
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ANNEXE

ANNEXE 1. — L’ADN comme carte de visite.

Lors de la fécondation, les informations génétiques de lovule et
du spermatozoide sont combinées au sein d’'un ceuf contenant
un jeu de chromosomes issu de chaque parent et empaquetés
dans le noyau cellulaire (ADN nucléaire). Chaque individu
hérite d’un alleéle maternel (transmis par l'ovule) et d’un alléle
paternel (transmis par le spermatozoide) de chaque gene
nucléaire. Un individu est dit homozygote si I'alléle hérité
de la mere et du pére sont les mémes, et hétérozygote sils
sont différents.

Un marqueur microsatellite est un fragment I’ ADN carac-
térisé par un fort taux de mutation, ce qui se traduit par une
forte diversité d’alléles dans la population et donc une forte
probabilité pour que les individus portent des alleles diffé-
rents. Lamplification de plusieurs marqueurs microsatellites
spécifiques a la Loutre permet ainsi d’identifier les individus
(Dallas & Piertney 1998 ; Huang ez 2l. 2005). Lamplification
d’un fragment d’ADN situé sur le chromosome Y (propre aux
méles) permet de plus de déterminer le sexe des individus
(Dallas ez al. 2003).

Par ailleurs, les mitochondries, transmises par I'ovule,

contiennent aussi de TADN (ADN mitochondrial). CADN
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mitochondrial est transmis par la meére et est haploide (un
seul alléle 2 chacun des loci). Les mutations (substitution d’un
nucléotide dans la séquence du fragment étudié) s'accumulent
au fil des générations. Le séquencage d’'un fragment ’ADN
mitochondrial permet ainsi d’étudier la divergence entre
populations de Loutres (Cassens ez /. 2000) ou de différencier
la Loutre des autres mustélidés (Hansen & Jacobsen 1999;
Fernandes ez 2/ 2008).

Les échantillons non-invasifs (épreintes, gelées anales, etc.)
ne permettent d’extraire que de faibles quantités ¢’ADN,
généralement dégradé. Dans ces conditions, on ne peut
négliger le risque qu'un seul des deux alléles ne soit détecté,
ce qui peut entrainer une erreur lors de la détermination du
génotype d’individus hétérozygotes. La présence dans les
épreintes d’ADN bactérien et des proies consommées peut
compliquer l'interprétation des électrophérogrammes. La
détection d’artefact, faussement interprété comme un alléle,
peut aussi entrainer une erreur de génotypage. Lapplication de
protocoles stricts d’analyses ont été proposés afin de réduire le
risque d’erreur de génotypage (Navidi ez a/. 1992 ; Taberlet &
Luikart 1999; O’Neill ez 2/ 2013).
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