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INTRODUCTION

Prié V., Valentini A., Jean P., Decotte J.-B., Breugnot E., Couprie S., Jardin G., Lamand F., Roset N., Vigneron T.,
Rocle M., Cucherat X., Dejean T. & Taberlet P. 2021. — Cing ans d’inventaires des Bivalves de France par analyse de
I’ADN environnemental: quelles conclusions, quelles perspectives ?, in Léonard L. (éd.), Collogue national de malacologie
continentale, Nantes, 6 et 7 décembre 2018. Naturae 2021 (8): 91-114. https://doi.org/10.5852/naturae2021a8

RESUME

Les inventaires d’espéces dulcaquicoles par analyse de TADN environnemental (ADNe) se sont déve-
loppés depuis une dizaine d’années. Nous présentons ici I'application de cette méthode a I'inventaire
des Bivalves d’eau douce de France. De 2015 4 2018, nous avons réalisé plusieurs tests de terrain
en France, en choisissant différentes conditions environnementales. Nous avons comparé les résul-
tats des analyses ADNe avec les connaissances sur la répartition des Bivalves & I'échelle de la France
métropolitaine, a I'échelle des bassins-versants de la Meuse et du Rhone, et avec des sites ayant fait
I'objet d’inventaires poussés, impliquant plusieurs malacologues utilisant les méthodes traditionnelles
(observations au bathyscope, plongée hyperbare, tri de sédiment). Nos résultats montrent I'efficacité
des analyses ’ADNe pour la détection et la distinction de presque tous les taxons de Bivalves dul¢a-
quicoles de France (2 'exception des différentes espéces de Corbicules et des sous-espéces de la Mulette
méridionale Unio mancus Lamarck, 1819). La méthode est commercialisée depuis 2018 et notre base
de données comporte fin 2020 plus de 300 sites inventoriés par analyse de TADNe. Lanalyse de ces
résultats montre que certaines espéces peu étudiées, en particulier des especes des écosystemes de
Iaval, souffrent d’extinctions locales en France. Ils plaident en faveur de la mise en ceuvre d’actions
de conservation en particulier pour la Cyclade des fleuves Sphaerium solidum (Normand, 1844), la
Grande Cyclade Sphaerium rivicola (Lamarck, 1818) et '’Anodonte comprimée Pseudanodonta com-
planata (Rossmissler, 1835).

ABSTRACT

Five years of freshwater bivalves survey using environmental DNA analysis: which conclusions, which perspectives?
Freshwater species surveys using environmental DNA (eDNA) analysis have developed over the last
decade. We present here the application of this method to inventory freshwater bivalves of France.
From 2015 to 2018, we conducted several field tests in France, choosing different environmental
conditions. We compared the results of eDNA analyzes with knowledge on bivalves distribution at
the scale of France mainland, at the scale of the Meuse and the Rhéne watersheds, and with sites
that were the subject of intensive surveys, involving several malacologists using traditional methods
(observations with bathyscopes, scuba diving, sediment sorting). Our results show the effectiveness
of eDNA analyzes for the detection and distinction of almost all freshwater bivalve taxa in France
(except for the different species of Corbicula and the subspecies of Unio mancus Lamarck, 1819). The
method has been commercialized since 2018 and at the end of 2020 our database contains more than
300 sites inventoried by eDNA analysis. The analysis of these results shows that some little studied
species, in particular downstream ecosystem species, suffer from extirpation in France. They argue
in favor of the implementation of conservation actions, in particular for the Witham Orb Mussel
Sphaerium solidum (Normand, 1844), the Nut Orb Mussel Sphaerium rivicola (Lamarck, 1818) and
the Depressed River Mussel Pseudanodonta complanata (Rossmissler, 1835).

Mulette méridionale Unio mancus Lamarck, 1819; ou bien
au contraire indifférenciables morphologiquement, comme

Linventaire des Bivalves dulcaquicoles, en particulier dans
les écosystemes de I'aval, est un véritable défi naturaliste pour
plusieurs raisons : d’une part parce que le milieu aquatique est
difficile & prospecter (profondeur, turbidité, dangers liés a la
navigation ou aux objets dérivants, etc. [voir Prié ez al. 2018]);
d’autre part parce que beaucoup d’especes y sont — ou y sont
devenues — rares; enfin parce que les Bivalves dulcaquicoles
sont difficiles & détecter (recouvrement par la vase ou les algues,
enfoncement périodique dans le sédiment, tres petite taille
pour certaines espéces). A ces difficultés de terrain s'ajoutent
les problemes de détermination, particuli¢rement difficile pour
certains taxons a forte variabilité morphologique comme la
Mulette des peintres Unio pictorum (Linnaeus, 1758) et la
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la Mulette épaisse Unio crassus crassus Philipsson, 1788 et la
Mulette ligérienne Unio crassus courtillieri Hattemann, 1859 ;
ou encore, pour plusieurs espéces du genre Euglesa dont les
critéres de détermination sont ténus.

Pourtant, les Bivalves d’eau douce font partie des invertébrés
ayant le statut de conservation le plus préoccupant a I'échelle
mondiale (Lydeard et al. 2004 ; Lopes-Lima ez a/. 2017 ; Fer-
reira-Rodriguez ez al. 2019), les écosystemes dulcaquicoles étant
eux-mémes les plus menacés sur la planéte (Dudgeon ez4l. 2006;
Carpenter eral. 2011; Albert ez al. 2020). En France, quelques
especes charismatiques comme la Mulette petliere Margaritifera
margaritifera (Linnaeus, 1758), la Grande Mulette Pseudunio
auricularius (Spengler, 1793) et la Mulette épaisse Unio crassus
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Philipsson, 1788 mobilisent des sommes importantes pour des
actions de conservation (programmes LIFE+, Plan nationaux
d’Actions, fermes d’élevage, etc.) ou dans le cadre de mesures
d’évitement, de réduction et de compensation des impacts des
grands aménagements. Par ailleurs, d’autres espéces régressent
de maniére importante, comme la Mulette des rivieres Poromida
littoralis (Cuvier, 1798) ou la Mulette renflée Unio tumidus
Philipsson, 1788 sans éveiller I'attention des gestionnaires (Prié
2015). Enfin, certaines espéces peu détectables, comme les
Sphaeriidae, peuvent décliner de maniére encore plus inquié-
tante dans 'indifférence générale.

Compte tenu de ces déséquilibres liés pour I'essentiel 4 la
difficuleé d’observation ou de détermination des espéces, il
devient de plus en plus indispensable de disposer d’outils
fiables, utilisables par tous et peu onéreux, pour la recherche
et I'inventaire des Bivalves dulgaquicoles.

Lanalyse de TADN environnemental (ou « ADNe», Taber-
let er al. 2012) est une technique mise au point récemment
pour détecter la présence d’amphibiens (Ficetola ez a/. 2008 ;
Dejean er al. 2012 ; Biggs et al. 2015), de poissons (Darling
& Mahon 2011; Kelly ez al. 2014; Evans et al. 2015 ; Kly-
mus ¢t al. 2015) ou d’autres organismes aquatiques (voir
Thomsen & Willerslev 2015 pour une syntheése). Pour ce qui
concerne les Mollusques, certains travaux sur les Gastéropodes
(Goldberg ez al. 2013) ou sur les Bivalves (e.g. Stoeckle ez al.
2016; Sansom & Sassoubre 2017 ; Currier et al. 2018) ont
pu montrer que I'analyse d’échantillons d’eau permettait de
détecter eflicacement certaines espéces. Elle a rapidement pris
deux directions: les approches ne ciblant qu'une seule espéce
(single species detection) et les analyses dites ADNe metabarcoding
permettant de détecter simultanément toutes les especes d’'un
groupe ciblé (Valentini ez a/. 2016 ; Klymus ez al. 2017 ; Pont
et al. 2018). Les premiers résultats ' ADNe metabarcoding a
partir d’échantillons d’eau ont été obtenus par Thomsen ez al.
(2012) et Miya et al. (2015) pour les poissons, et Valentini
et al. (2016) pour les poissons et les amphibiens.

De 201522017, nous avons développé une méthode d’ana-
lyse &’ ADNe metabarcoding pour les Bivalves dulcaquicoles de
France métropolitaine. Les premiéres étapes ont été de conce-
voir des amorces spécifiques pour les ordres des Unionida et
des Venerida, d’élaborer une base de référence des séquences
du géne ciblé (un fragment du 16S) intégrant 'ensemble des
espéces de Bivalves dulgaquicoles de France, et surtout de
comparer les résultats d’inventaires intensifs menés avec des
méthodes traditionnelles (recherches & vue, plongée hyperbare,
dragage de sédiment) et d’inventaires basés uniquement sur
I'analyse de TADNe de maniére a s'assurer de la fiabilité de la
méthode. La technique est aujourd’hui parfaitement au point
et commercialisée depuis 2018.

Nous présentons ici les résultats de ces quatre années d’échan-
tillonnage sur la France enti¢re. Nous évaluons la fiabilité de
la méthode pour les inventaires de terrain en comparant nos
résultats avec ceux obtenus par des méthodes d’inventaire
traditionnelles aux échelles nationale, de grands bassins ver-
sants et de stations d’inventaire ponctuelles. Cette nouvelle
méthode d’inventaire entraine un changement de paradigme.
Ses conséquences immédiates concernent la hiérarchisation
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des enjeux de conservation de plusieurs especes de Bivalves
dulcaquicoles, actuellement ignorées des politiques de conser-
vation. Nos résultats permettent également d’améliorer les
connaissances sur certaines espéces mal connues et donnent
enfin un éclairage nouveau sur la progression de certaines
espéces exotiques envahissantes en France.

MATERIELS ET METHODES

BASE DE REFERENCE

Pour toutes les espéces de Bivalves dulcaquicoles de la faune
de France, 'ensemble des haplotypes connus du fragment
du gene 168 ciblé par nos analyses a été compilé. La base
de référence moléculaire sappuie sur les travaux de Huff
et al. (2004) et des séquences inédites de spécimens frangais
pour les Margaritiferidae ; Pri¢ & Puillandre (2014) pour les
Unionidae; Lee & O Foighil (2003), Mouthon & Forcel-
lini (2017) et Bespalaya ez al. (2015) pour les Sphaeriidae;
Pigneur ez al. (2011) et des séquences inédites de spécimens
frangais pour les Cyrenidae; Therriault ez /. (2004), Stepien
et al. (2014) et des séquences inédites de spécimens francais
pour les Dresseinidae. Enfin, certaines séquences mal iden-
tifiées sur GenBank ont été expurgées, comme la séquence
EU518636 attribuée a tort & Pyganodon grandis (Say, 1829)
alors qu’il s'agit d’une séquence ’ADN mitochondrial male
de Sinanodonta woodiana (1. Lea, 1834).

Concernant la Pisidie jolie Euglesa pulchella (Jenyns, 1832),
la séquence de référence est celle publiée sur GenBank par
Mouthon & Forcellini, avec le numéro d’accession KY202894,
sous la référence Mouthon & Forcellini (2017) — bien que
cette séquence du gene 16S ne soit pas mentionnée dans cet
article, qui fonde ses conclusions uniquement sur 'analyse
du fragment de géne ITS-1. Concernant la Cyclade ovale
Sphaerium ovale (Ferussac, 1807), nous avons utilisé comme
séquence de référence celle produite par Prié er al. 2020.
Lidentification du spécimen étudié se base sur la forme de la
néphridie et 'espacement des pores sur la coquille. Le statut
taxonomique de cette espéce ne fait pas consensus au sein de
la communauté malacologique et nos résultats concernant la
Cyclade ovale doivent étre considérés avec précaution.

PROTOCOLE D’ECHANTILLONNAGE

Le protocole d’échantillonnage de TADNe (Fig. 1) consiste
en un prélevement d’eau pompée pendant 30 minutes a 'aide
d’une pompe péristaltique (Vampir, Biirkle GmbH, Bad
Bellingen, débit de 1,1 L.min-1), d’'un tuyau stérile (DNA
free), et filtrée par une capsule de filtration dédiée VigiDNA”
0,45 uM (SPYGEN, le Bourget du Lac, France, voir Cantera
et al. 2019 pour plus de détails). Le volume d’eau pompé
n'est malheureusement pas constant car il varie en fonction
de la pompe utilisée, de I'état de charge des batteries, du
colmatage plus ou moins rapide de la capsule de filtration,
etc. mais il correspond en théorie & environ 30 L d’eau par
prélevement. Leau prélevée est filtrée  travers la capsule, I'eau
restant dans la capsule en fin de pompage est extraite, une
solution tampon est ajoutée (80 mL de CL1 Conservation
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Fic. 1. — Exemple de protocole d’échantillonnage sur le terrain. Le tuyau et sa crépine sont laissés libres dans le courant, la pompe péristaltique est montée sur
un moteur de perceuse maintenu en rotation par un scratch. L’eau est restituée apres filtration dans la capsule. Crédit photo: V. Prié.

buffer, SPYGEN, le Bourget du Lac, France), puis la capsule
est fermée hermétiquement et envoyée au laboratoire pour
analyse. Pour chaque site, nous procédons a deux réplicats
(i.e., environ 60 L d’eau analysés au total).

Le choix de réaliser deux réplicats sur chaque site résulte
d’un compromis entre la recherche de fiabilité maximale d’une
part, et les impératifs économiques d’autre part. La méme
méthodologie est employée a 'heure actuelle pour la détec-
tion des poissons en cours d’eau. Pour les poissons, il a été
démontré sur le Rhone que deux réplicats étaient suffisants
pour détecter 96,9 % du nombre total d’espéces présentes
(Pont er al. 2018; résultats similaires obtenus par Cantera
et al. 2019 sur les rivieres de Guyane). Les cotits des analyses
avec plus de deux réplicats nous ont semblés prohibitifs et un
compromis a di étre établi entre une exigence de détection
optimale et la réalité économique.

Les amorces utilisées, les techniques d’extraction, d’amplifica-
tion et de bio-informatique mises en ceuvre pour I'analyse des
échantillons par ADNe metabarcoding ne sont pas développées
ici (voir Prié ez al. 2020 pour plus de détails).

SITES D’ECHANTILLONNAGE

Dans le cadre du développement de la méthode, des échantil-
lonnages ont été réalisés en France entre 2015 et 2017 dans
différentes conditions: grands fleuves et petits cours d’eau,
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substrats acides et calcaires, eaux courantes et stagnantes,
limpides et turbides. Les sites analysés apres 2017, alors que
la technique commencait 4 étre commercialisée, sont égale-
ment intégrés au présent travail. L'échantillonnage couvre
en 2020 la plupart des écosystémes et est relativement bien
réparti sur 'ensemble de la France (Fig. 2). Certains cours
d’eau ont été échantillonnés de maniére particuliérement
intensive (Rhone et Meuse en particulier), dans le but de
conforter la fiabilité des résultats et d’apprécier les distances
de détection.

Notre base de données compile plus de 300 sites d’échan-
tillonnage fin 2020 (Fig. 2).

COMPARAISON INVENTAIRES TRADITIONNELS

VS ANALYSE DE ADNE

La comparaison entre les méthodes traditionnelles d’inven-
taire et Ianalyse d’échantillons ’ADNe a été conduite a
plusieurs échelles.

Pour la France enti¢re, nous avons comparé les résultats
de notre échantillonnage a la base de données nationale de
I'Inventaire national du Patrimoine naturel (INPN), sans limite
de temps, de maniére & s'affranchir du biais de répartition lié
a la régression importante qu’ont subi les Bivalves dulcaqui-
coles au cours du siécle dernier. Les quelques 27 000 données
saisies sur la plateforme de 'INPN ont permis de comparer les

NATURAE e 2021 (8)
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Fic. 2. — Localisation des stations d’échantillonnage d’ADNe entre 2015 et 2020 (O), des grands cours d’eau (Meuse et Rhéne) ou I’on a comparé les
données disponibles avec les analyses ADNe ((J) et des stations d’inventaires ponctuels, menés de maniére traditionnelle, qui ont été comparés aux

analyses ADNe (@).

résultats obtenus par ADNe aux aires de répartition connues
pour toutes les espéces (voir Prié 2017 pour les cartes de
répartition par espéce).

A Péchelle des grands cours d’eau, nous nous basons sur
deux campagnes d’échantillonnage d’ADNe réalisées sur
le Rhéne, avec 65 points d’échantillonnage sur 575 km de
linéaire, et sur la Meuse, avec 52 points d’échantillonnage
sur 480 km de linéaire (Fig. 2). Les données obtenues ont été
également comparées avec la base de données de 'INPN, qui
inclut un inventaire des Naiades réalisé par Biotope en 2009
sur la Meuse, impliquant trois opérateurs et des transects
en plongée hyperbare sur 23 sites, ainsi que les données de
Pinventaire des Sphaeriidae de Mouthon & Kuiper (1987).
Sur le Rhone en revanche aucun inventaire spécifique n’est
disponible et les données de comparaison ne concernent
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que des données issues des réseaux naturalistes, d’études
ponctuelles ainsi que les données issues de 'inventaire de
Mouthon & Kuiper (1987) pour les Sphaeriidae.

Enfin, des inventaires ponctuels visant quelques centaines
de métres de cours d’eau, réalisés en utilisant des méthodes
traditionnelles (observation directe, dragage, tamisage de sédiment,
exploitation des laisses de crues) ont éwé comparés aux résultats
del'analyse de TADNe 4 proximité immédiate (moins de 10 km
a l'aval). Ces inventaires traditionnels mélent généralement les
données de coquilles et d'individus observés vivants. Nous avons
sélectionné uniquement des inventaires pour lesquels:

— nous avions le détail de 'observation (individu vivant,
coquille ou coquille subfossile) ;

—l'inventaire avait été réalisé de maniére intensive, impliquant
soit une équipe de plusieurs malacologues, soit des prospections
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de terrains réitérées sur plusieurs années, et toujours au moins
une prospection en plongée hyperbare;

— les analyses ADNe ont été réalisées sur site ou & moins de
10 km & I'aval. Quinze sites ont ainsi pu étre étudiés pour la
comparaison ADNe / inventaires traditionnels.

Dix sites concernent la Meuse, ol des inventaires ciblant
les Mollusques ont été réalisés par le bureau d’études Biotope
dans le cadre d’une étude d’impact concernant la rénova-
tion des barrages a aiguilles. Ces inventaires ont impliqué
quatre malacologues, dont deux plongeurs. Les prospec-
tions ont été réalisées en berge, en waders sur les radiers et
les zones peu profondes et en plongée hyperbare (transects
berge a berge réalisés par les deux plongeurs malacologues).
Le temps passé sur chaque site est de deux a trois heures de
prospections de terrain. Ces prospections visant en priorité
les especes protégées (Mulette épaisse), elles se sont limi-
tées pour l'essentiel 4 la recherche des Naiades. Toutefois,
sur deux de ces sites, un inventaire plus complet intégrant
les Gastéropodes et les Sphaeriidae a également été réalisé.
Deux autres sites concernent la Sadne, qui a été prospectée
par une équipe de malacologues incluant quatre plongeurs
hyperbare et deux personnes a pied pour les zones moins
profondes, 4 la recherche de la Grande Mulette et de la
Mulette épaisse. Ces prospections visaient essentiellement
les Natades et nos données ne concernent que les grandes
espéces, excluant les Sphaeriidae. Sur chaque site, le temps
passé en prospections est d’environ une heure. Enfin, le Lez
(2 Montpellier), 'Ardéche et la Charente ont fait I'objet de
prospections poussées sur plusieurs années. Concernant le
Lez, nos données cumulent un inventaire basé sur les laisses
de crues et visant les micro-mollusques (Prié 2003), des
inventaires naturalistes incluant de la plongée s’échelonnant
entre 2005 et 2010, et une étude ciblant les espéces du genre
Vertigo réalisée en 2016. Les données incluent donc tous
les Bivalves, mais souffrent toutefois d’'un manque d’exper-
tise concernant les Sphaeriidae. Sur U'Ardeche, les données
concernent deux études ciblant la Mulette épaisse et des
observations naturalistes réalisées en plongée entre 2010
et 2016. Sur la Charente, il s'agit de prospections menées
entre 2007 et 2016, en plongée, centrées sur I'étude de la
Grande Mulette. Les données ne concernent donc que les
grandes espéces et excluent les Sphaeriidae, pour 'Ardéche
comme la Charente.

Pour la plupart de ces inventaires réalisés avec des méthodes
traditionnelles, les équipes ciblaient principalement les
Naiades (Unionida) et nous ne disposons pas d’éléments de
comparaison aussi poussés pour les Sphaeriidae, pour lesquels
seuls trois sites d’inventaire ont pu étre comparés avec les
analyses ADNe (le Lez en amont de la ville de Montpellier,
Prié 2003 ; et deux sites & proximité des villages de Dieue-
sur-Meuse et de Saint-Mihiel sur la Meuse, Biotope 2009).
En revanche, sur la base des cartes de répartitions disponibles
et de la connaissance générale sur I'écologie de ce groupe,
nous avons pu confronter nos résultats d’échantillonnage
ADNe aux connaissances disponibles aussi bien a I'échelle
nationale que régionale (bassins versants du Rhone et de la
Meuse, et stations d’inventaire ponctuelles).
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RESULTATS

BASE DE REFERENCE

Notre base de référence couvre 'ensemble des taxons de la
faune de France et comporte 189 haplotypes pour le géne
16S, dont environ un tiers provient de spécimens collectés
en France (Pri¢ & Puillandre 2014 ; Mouthon & Forcellini
2017 et 25 séquences produites dans le cadre de ce travail
pour compléter la base de référence). Les amorces utilisées
permettent 7z silico de détecter et de distinguer tous les taxons
actuellement valides de la faune de France (Tableau 1), a
exception des sous-espéces de Mulette méridionale et du
complexe d’espéces de Corbicules pour lesquelles la plupart
des haplotypes sont partagés entre les différentes especes
décrites de France. Un des haplotypes de la Corbicule striolée
Corbicula fluminalis (O. F. Miiller, 1774) differe toutefois des
autres espéces d’une seule paire de base sur le fragment que
nous analysons.

Les tests réalisés in situ depuis 2015 visaient notamment a
confirmer la fiabilité de la méthode pour détecter ces diffé-
rents taxons sur le terrain. Nos échantillonnages ont permis
de mettre en évidence in situ 41 espéces soit 95 % de la faune
de France (Tableau 1). Les espéces qui n'ont pas encore été
détectées sur le terrain sont la Moule d’Amérique Myrilopsis
leucophaeata (Conrad, 1831) en raison de I'absence de site
d’échantillonnage en milieu saumatre, la Pisidie arctique Odh-
neripisidium conventus (Clessin, 1877) en raison du manque
d’échantillonnage dans les grands lacs de montagne, la Cyclade
d’Amérique Sphaerium transversum (Say, 1829) et la Cyclade
des fleuves Sphaerium solidum (Normand, 1844) en raison de
leur grande rareté en France.

PROTOCOLES D’ECHANTILLONNAGE

Sur tous les sites échantillonnés, nous avons pu collecter et
extraire de ’ADNe en quantité suffisante pour réaliser les ana-
lyses ADNe metabarcoding pour les Bivalves, avec des valeurs
oscillant entre quelques dizaines de lectures (en-dessous de
dix lectures, les résultats ne sont pas validés) et plusieurs cen-
taines de milliers de lectures (pour les Corbicules notamment).
Les temps de pompage (et donc les quantités d’eau prélevées)
varient d’un site a I'autre en raison du colmatage du filtre dans
les riviéres fortement turbides. Dans certains cas (ex. riviéres a
Mulette perliere), les temps de filtration dépassaient a peine les
10 minutes, soit une quantité d’eau estimée a deux fois 10 L.
Il est probable dans ces conditions que le taux de détection
soit plus faible; TADNe étant un ADN rare il est alors plus

aléatoirement récupéré dans I'échandillon.

COMPARAISON INVENTAIRES TRADITIONNELS / ADNE

A Péchelle de la France, nos résultats sont globalement cohé-
rents avec les données disponibles et avec ce qui est connu des
exigences écologiques des différentes especes. Les différences
observées sont discutées espéce par espéce ci-apres.

Les analyses menées a large échelle sur le Rhone et la Meuse
permettent également de révéler toutes les espéces connues sur
ces deux fleuves et d’en ajouter quelques-unes (Annexe 1). Sur
les 15 sites d’inventaire olt nous avons pu comparer les données
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TaBLEAU 1. — Taxons de la Faune de France valides actuellement et détection in silico et/ou in situ. (1), Taxons pour lesquels certains haplotypes sont partagés

entre plusieurs espéces.

Bivalves de France

Discriminable

in silico Identifié in situ

Ordre Unionida Stoliczka, 1871
Famille Margaritiferidae Haas, 1940

Famille Unionidae Rafinesque, 1820

Ordre Venerida J. E. Gray, 1854
Famille Cyrenidae J. E. Gray, 1840

Ordre Myida Stoliczka, 1870
Famille Dreissenidae J. E. Gray, 1840

Ordre Sphaeriida Lemer, Bieler & Giribet, 2019
Famille Sphaeriidae Deshayes, 1855 (1820)

Pseudunio auricularius (Spengler, 1793)
Margaritifera margaritifera (Linnaeus, 1758)

Anodonta anatina (Linnaeus, 1758)

Anodonta cygnea (Linnaeus, 1758)

Anodonta exulcerata Porro, 1838
Pseudanodonta complanata (Rossméassler, 1835)
Sinanodonta woodiana (1. Lea, 1834)

Potomida littoralis (Cuvier, 1798)

Unio c. crassus Philipsson, 1788

Unio c. courtillieri Hattemann, 1859

Unio mancus Lamarck, 1819

Unio pictorum (Linnaeus, 1758)
Unio tumidus Philipsson, 1788

Corbicula fluminalis (O. F. Muller, 1774)
Corbicula fluminea (O. F. Miller, 1774)
Corbicula leana Prime, 1867

Dreissena polymorpha (Pallas, 1771)
Dreissena rostriformis bugensis (Andrusov, 1897)
Mytilopsis leucophaeata (Conrad, 1831)

Euglesa casertana (Poli, 1791)

Euglesa compressa (Prime, 1852)

Euglesa globularis (Clessin, 1873)

Euglesa henslowana (Sheppard, 1823)
Euglesa hibernica (Westerlund, 1894)
Euglesa lillieborgii (Clessin, 1886)

Euglesa milium (Held, 1836)

Euglesa nitida (Jenyns, 1832)

Euglesa obtusalis (Lamarck, 1818)

Euglesa personata (Malm, 1855)

Euglesa pseudosphaerium (J. Favre, 1927)
Euglesa pulchella (Jenyns, 1832)

Euglesa subtruncata (Malm, 1855)

Euglesa supina (A. Schmidt, 1851)
Odhneripisidium conventus (Clessin, 1877)
Odhneripisidium moitessierianum (Paladilhe, 1866)
Odhneripisidium tenuilineatum (Stelfox, 1918)
Pisidium amnicum (O. F. Mdller, 1774)
Sphaerium corneum (Linnaeus, 1758)
Sphaerium lacustre (O. F. Muller, 1774)
Sphaerium nucleus (S. Studer, 1820)
Sphaerium ovale (Férussac, 1807)
Sphaerium rivicola (Lamarck, 1818)
Sphaerium solidum (Normand, 1844)
Sphaerium transversum (Say, 1829)
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acquises par détection de TADNe aux données acquises par
des méthodes d’inventaire traditionnelles, le nombre d’espéces
détectées par analyse de TADNe était toujours supérieur ou
égal & celui détecté par méthodes traditionnelles et toutes les
espéces observées vivantes par méthodes traditionnelles étaient
bien retrouvées dans les analyses ADNe (Fig. 3; Annexe 1).

Dans quelques cas, des espéces ont été observées sous la
forme de coquilles uniquement et n’ont pas été détectées
par analyse de TADNe. Nous supposons que dans ces cas,
les espéces en question avaient disparu du site au moment
du prélevement ’ADNe, ou que, pour les petites especes,
les coquilles ont pu étre drainées par le courant sur le site
d’échantillonnage a partir de 'amont. Si 'on ne considere
que les grandes especes (a I'exclusion des Sphaeriidae) pour
lesquelles les taux de détection par méthodes traditionnelles
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sont supposés étre assez élevés, le taux de détection des espéces
par analyse de TADNe est en moyenne 1,3 fois supérieur au
taux de détection par méthodes traditionnelles. Si 'on ne
considére que les spécimens observés vivants lors d’inventaires
traditionnels, le taux de détection par analyse de TADNe est
2,1 fois supérieur.

Pour ce qui concerne les Sphaeriidae, 'analyse de TADNe
sur lensemble du Rhéne et 'ensemble de la Meuse a permis
de détecter respectivement 1,11 et 1,17 fois plus d’espéces
que les données disponibles. Sur les trois sites d’inventaires
ponctuels pour lesquels nous disposons de données concer-
nant les Sphaeriidae (Lez, Dieue-sur-Meuse et Saint-Mihiel),
le nombre d’espéces détectées par ADNe est de 1,6 (Lez) 4 6
(Saint-Mihiel) fois supérieur au nombre d’espéces détectées
lors des inventaires traditionnels.
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Fic. 3. — Comparaison en termes de richesse spécifique des résultats des inventaires menés par méthodes traditionnelles (en bleu) et par analyse de ’ADNe

(en orange) sur le méme secteur.

RESULTATS COMMENTES PAR ESPECE
Espéces patrimoniales des écosystémes de ['aval

La Cyclade des fleuves
Sphaerium solidum (Normand, 1844)

La Cyclade des fleuves est une espéce typique de 'aval des
grands cours d’eau, vivant en profondeur dans des eaux bien
oxygénées, préférentiellement sur substrat sableux. Bien que
Pespéce ait été décrite du nord de la France (dans I'Escaut a
Valenciennes), elle semble avoir quasiment disparu de notre
territoire. Elle n'a été détectée qu’a deux reprises par analyse
de 'ADNe (Fig. 4) sur les quelques 250 sites échantillonnés
a l'intérieur de son aire de répartition supposée (aire inférée
d’apres les données disponibles) et présentant a priori des
biotopes favorables (écosystemes de I'aval sur substrat calcaire,
sablo-vaseux). Si la base de données nationale sur les Bivalves
comporte 28 stations en France, nous n’avons que quatre
données relativement récentes d’individus vivant (Choisy-
au-Bac dans 'Aisne en 2009, Biotope [2009], deux stations
dans la Seine aval en 2006, Bij de Vaate ez a/. [2007] et un
individu juvénile observé dans un bras de la Loire en 2020).
Les coquilles de S. solidum sont, comme son nom l'indique,
trés épaisses et peuvent se conserver longtemps apres la mort
des individus. Les données disponibles, basées pour 'essentiel
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sur I'observation de coquilles, donnent donc potentiellement
une image obsoléte de la réalité. Cette espéce est menacée sur
toute son aire de répartition. Welter-Schultes (2012) la consi-
dére «presque disparue de I'Union Européenne».

La Grande Cyclade
Sphaerium rivicola (Lamarck, 1818)

La Grande Cyclade est également une espéce caractéristique
de l'aval des grands cours d’cau, sans doute moins exigeante
en termes de substrat que la Cyclade des fleuves, préférant les
substrats plus vaseux. Elle semble aussi un peu moins menacée,
mais sa situation au regard de 'échantillonnage ADNe sur
'ensemble de la France reste alarmante. Les bases de données
nationales (Fig. 5) comprennent prés d’une centaine de stations
réparties sur la plupart des grands bassins versants francais
(Adour et petits fleuves cotiers exceptés). Néanmoins, trés peu
de populations vivantes sont connues actuellement. Au moins
une population subsiste 4 I'aval de la Loire, présence confir-
mée par les analyses ADNe sur ce secteur. Un seul site révélé
par ADNe sur le Vieux Rhone indique que I'espéce y est
encore présente, mais vraisemblablement en trés mauvais état
de conservation puisquelle n’a été détectée que sur un seul
site et n'est pas connue par ailleurs. Des individus vivants ont
été collectés récemment sur la Meuse, données confirmées par
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Fic. 4. — Répartition de la Cyclade des fleuves Sphaerium solidum (Normand, 1844) en France. O, sites d’échantillonnage ADNe; ®, données disponibles pour
la Cyclade des fleuves; ®, données de Cyclade des fleuves observées vivantes depuis 2006 ; *, données issues d’analyses ADNe. Il n’existe actuellement que

deux données ADNe attestant la présence en France de cette espece.

I'analyse ADNe. Il existe enfin plusieurs données d’individus
vivants sur le bassin de la Seine. Les échantillonnages ADNe
n’ont permis de détecter 'espéce que dans I'Oise, bien que des
prélévements aient été réalisés sur I’ Aisne dans des secteurs ot
Pespéce avait été observée vivante. Toutefois, les données les
plus récentes dans ces secteurs datent d’une dizaine d’année
et il est possible que 'espéce ait disparu de ces sites depuis.

La Pisidie des marais
Euglesa pseudosphaerium (J. Favre, 1927)

La Pisidie des marais est une espece de plaine inféodée aux

zones marécageuses stables, connectées au réseau hydrogra-
phique, dans des eaux claires et propres, sur substrat calcaire.
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Elle est intolérante a la pollution. Welter-Schultes (2012)
lui donne une large aire de répartition dans les trois quarts
nord de la France, bien quelle soit rare et localisée partout.
Mouthon & Kuiper (1987) ne la documentent que de quatre
sites de la vallée du Rhone et d’'une donnée historique (coll.
Moquin-Tandon) pres de Toulouse. Malgré un échantillon-
nage important, nous ne 'avons pas détectée dans la vallée du
Rhéne par analyse de ’TADNe. En revanche, elle a été détectée
une fois dans le Son, affluent de la Charente, et une fois dans
le Canal de Nantes a Brest, en Ille-et-Vilaine. Cette espece
aux exigences écologiques particuliéres, puisquelle requiert
des eaux propres, non polluées et stables, conditions de plus
en plus rares en plaine compte-tenu des usages agricoles et
de la pression sur la ressource en eau, en particulier en été,
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Fic. 5. — Répartition de la Grande Cyclade Sphaerium rivicola (Lamarck, 1818) en France. O, sites d’échantillonnage ADNe ; ®, données disponibles pour la Grande
Cyclade; ®, données de Grande Cyclade observées vivantes depuis 2006 ; %, données issues de I'analyse de '’ADNe.

est considérée comme «en danger critique d’extinction» en
Allemagne et en Autriche et «en danger » en Suisse. Elle semble
étre également trés rare et trés menacée en France.

L'Anodonte comprimée Pseudanodonta complanata
(Rossmissler, 1835)

L'Anodonte comprimée vit préférentiellement dans les grands
cours d’eau, sur substrat vaseux a sablo-vaseux ot1 elle s’enfonce
en profondeur, mais elle peut aussi étre trouvée dans des cours
d’eau de moindre importance (ex. 'Helpe majeure dans le
bassin de la Meuse) et/ou avec un substrat caillouteux (ex. la
riviere Dobra en Croatie). Elle avait historiquement une large
répartition en France, comme en témoignent les collections
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muséologiques (en particulier celles du MHNH, données
inédites), ol trois sous-espéces étaient reconnues (Falkner
et al. 2002): P c. ligerica Bourguignat, 1880 dans les bassins
dela Seine et de la Loire;; P ¢. elongata (Holandre, 1836) dans
le bassin de la Moselle, P ¢. dorsuosa (Drouét, 1881) dans le
bassin de la Sadne et P ¢. grateloupeana (Gassies, 1849) dans
le bassin de la Garonne. Un peu moins d’une centaine de
données sont archivées dans les bases de données nationales
(Fig. 6). Parmi celles-ci, 46 concernent des individus observés
vivants récemment. Ces données attestent de la présence de
Pespéce dans les bassins versants de la Seine (une quinzaine de
stations), de la Somme (une seule station), de la Meuse (deux
stations), de la Moselle (une seule station) et du Rhin (une
seule station). Les données ADNe confirment la présence de
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Fic. 6. — Répartition de I’Anodonte comprimée Pseudanodonta complanata (Rossmassler, 1835) en France. O, sites d’échantillonnage ADNe; ®, données dispo-
nibles pour I’Anodonte comprimée ; ®, données d’Anodonte comprimée observées vivantes depuis 2006; *, données issues de I'analyse de ’ADNe.

Pespéce dans la Seine (une seule station sur les 17 étudiées),
de la Meuse (neuf stations sur les 52 stations analysées), de
la Moselle (une seule station étudiée), mais également de la
Sadne (une station sur les deux étudiées), ol elle avait été notée
par Mouthon, ainsi qu'a I'aval du Rhéne (une seule station
sur les 65 analysées), de la Charente (une seule station sur les
sept analysées) et de la Loire (une seule station sur les neuf
potentiellement favorables dans le bassin de la Loire). Sur les
56 stations analysées dans des sites potentiellement favorables
(écosystemes de I'aval sur substrat calcaire) du bassin de la
Garonne, aucune n'a permis de mettre 'espece en évidence.
Silespece semble encore bien présente dans le quart nord-est
de la France, au moins dans les bassins versants de la Seine
et de la Meuse (ou elle reste néanmoins peu abondante), elle
semble avoir totalement disparu du bassin de la Garonne et se
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maintenir de maniére extrémement ponctuelle en Bretagne,
dans les bassins de la Charente (ot 'on trouve encore des
coquilles attestant d’une répartition autrefois plus étendue),
de la Loire et du Rhone. Lunique donnée dans le Rhone est
remarquable, aucune donnée historique n’étant connue sur
ce secteur.

La Grande Mulette Pseudunio auricularius

(Spengler, 1793)

La Grande Mulette, espece emblématique de I'aval des grandes
rivieres, a été tres étudiée et activement recherchée au cours
des dix derni¢res années (Prié er /. 2018). Le déploiement
de ’ADNe n’a pas permis de mettre en évidence de nouvelles
populations, ce qui semble indiquer que I'aire de répartition
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de I'espéce est désormais bien connue, et notamment qu'elle
semblerait bien avoir disparu des stations connues dans le
bassin versant de la Seine, ainsi que de la Garonne, du Tarn et
de’Aveyron. Néanmoins, deux tests effectués sur des stations
ou lespece est tres rare (amont de la Creuse, amont du Luy)
montrent que I'analyse de "TADNe ne permet pas toujours de
la mettre en évidence quand les densités d’individus sont tres
faibles. A contrario, les analyses ont permis de la retrouver sur
la Save en 2019, ol un seul individu vivant avait été observé
en 2010. Suite a ces résultats, une mission menée en 2020 a
permis de retrouver quatre individus vivants quelques kilo-
metres en amont du point de prélévement.

La Mulette épaisse
Unio crassus Philipsson, 1788

La Mulette épaisse est largement répandue dans les bassins de
la Loire, de la Sadne, de la Seine et d’'une maniere générale
dans le quart nord-est de la France. Bien que ses populations
aient largement déclinées au cours du siecle dernier, il existe
de nombreuses données récentes témoignant de la survie de
populations vivantes sur I'ensemble de son aire de répartition.
En revanche, les données historiques & 'aval du bassin versant
du Rhéne nont pas écé réactualisées malgré des recherches
intensives et 'espéce n'érait pas connue au sud du bassin
versant de la Loire sur la facade atlantique (2 I'exception
de quelques spécimens en collection qui proviendraient
de la Dordogne, données inédites). Les données collectées
par analyse de TADNe (Fig. 7) confirment la présence de
espece un peu partout dans le quart nord-est de son aire de
répartition, mais ont surtout permis de révéler sa présence
sur plusieurs secteurs du Rhone, et notamment a I'aval ol
elle n'était pas connue hormis de quelques données histo-
riques ponctuelles, et 2 'amont des bassins versants de la
Dordogne et de la Charente, ot des prospections de terrain
ont permis de confirmer sa présence par 'observation de
quelques individus vivants en 2018 et 2019. Ces données
nouvelles pourraient justifier la mise en place de mesures
de conservation (réseau Natura 2000 notamment) sur de
nouveaux trongons de riviére.

Espéces mal connues

La Cyclade cerise
Sphaerium nucleus (S. Studer, 1820)

La Cyclade cerise vit dans les eaux stagnantes riches en végé-
tation. Bien que les formes typiques soient facilement identi-
fiables, il est possible que certains phénotypes de cette espéce
soient peu discernables morphologiquement de la Cyclade
commune S. corneum et qUelle n'ait pas été identifiée par les
naturalistes. Elle n’est connue actuellement que de quelques
sites dans le quart nord-est de la France et en Normandie dans
le Cotentin. Les données apportées par 'analyse de TADNe
(Fig. 8) suggerent une plus large répartition dans la moitié
est de la France (Rhone, Seine, Meuse), qui inclut des zones
courantes (bien que toujours lentiques) type rivieres, canaux.
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La Cyclade ovale
Sphaerium ovale (Férussac, 1807)

La Cyclade ovale est une espéce énigmatique, située morpho-
logiquement et génétiquement entre la Cyclade commune et
la Cyclade cerise. Un spécimen correspondant a la description
de cette espéce (basée sur la forme des néphridies, I'espacement
des pores sur la face interne de la valve et dans une moindre
mesure sur le profil des valves) a été collectée en Normandie
par B. Lecaplain (com. pers.). Ce spécimen a été analysé géné-
tiquement (génes 16S et ITS suivant les phylogénies de Lee
& O Foighil [2003] et Bespalaya ez al. [2015]) et les résultats
semblent confirmer l'existence d’un taxon distinct, situé entre
S. corneum et S. nucleus. Sur la base de cet unique haplotype,
que nous avons depuis retrouvé sur des spécimens du bassin
de la Seine, nous proposons une aire de répartition pour la
France (Fig. 9) basée sur les résultats de 'analyse de TADNe.
Ces résultats doivent toutefois étre confirmés par des études
taxonomiques et systématiques en cours.

La Pisidie jolie
Euglesa pulchella (Jenyns, 1832)

Les résultats présentés ici se basent sur 'unique séquence produite
par Mouthon & Forcellini (2017). Cette séquence est tres proche
des différents haplotypes de la Pisidie chiendent Euglesa sub-
truncata (Malm, 1855), dont elle differe seulement par quelques
paires de bases sur le fragment du géne 16S que nous amplifions.
Sur la base de cette unique séquence, nos résultats (Fig. 10)
suggerent une aire de répartition plus importante en France que
celle donnée par Mouthon (2018). La fiabilité de nos résultats
est corroborée par le fait que nous retrouvons bien 'espéce dans
les bassins du Rhéne amont (ott Mouthon [2018] dit 'avoir
observée jusqu’en 2012 a 'amont du Doubs, riviere Drugeon),
de la Meuse et de la Seine (ot elle est connue de fossiles selon
Mouthon [2018]) et parce que les analyses de TADNe n'ajoutent
que peu de données nouvelles. S’il sagissait d’un haplotype
d’E. subtruncata, on devrait le retrouver un peu partout, cette
derniére espéce étant plus répandue et trés commune. 1l reste
toutefois possible que nos résultats sur cette espéce soient remis
en cause a I'avenir par des études plus approfondies sur les dif-
férents haplotypes de E. subtrunctata et E. pulchella.

La Pisidie jolie resterait, malgré lapport des données  ADNe,
rare et localisée en France. Elle semble par exemple aujourd’hui
complétement absente de la fagade atlantique. Des recherches
sur ses exigences écologiques pourraient permettre de mieux
définir les raisons de cette rareté et de proposer des mesures de
gestion qui lui soient favorables.

Espéces introduites et envabissantes

L Anodonte chinoise
Sinanodonta woodiana (1. Lea, 1834)

L'Anodonte chinoise est introduite en France depuis 2007
et s’est rapidement dispersée dans le sud de la France et
le bassin du Rhéne (Adam 2010). Les données collectées
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Fic. 7. — Répartition de la Mulette épaisse Unio crassus Philipsson, 1788 en France. O, sites d’échantillonnage ADNe; ®, données disponibles pour la Mulette
épaisse; *, données issues de I'analyse de ’ADNe. Les nombreuses stations d’observation récente de la Mulette épaisse vivante ne sont pas figurée.

par analyse de TADNe confirment expansion de cette
espece aisément identifiable sur le terrain. Elles permettent
d’ajouter quelques stations qui n’étaient pas connues
précédemment: I'aval du Tarn, ce qui confirme la rapide
colonisation du bassin de la Garonne, la Sévre niortaise,
d’ou elle a été observée depuis (Bertrand 2018), la Sadne,
ou elle n'avait pas été détectée lors des plongées réalisées
en 2016 pour rechercher la Grande Mulette, et la Moselle
(Fig. 11). En revanche, les analyses ADNe montrent qu’elle
est vraisemblablement encore absente des bassins de la
Meuse et de la Dordogne, ol la pression d’observation
est trés importante, et également des bassins de I’Adour,
de la Seine (méme si elle a été observée en 2019 dans I'un
des lacs réservoir en communication avec I’Aube) et de
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la Charente. Pour tous ces bassins, il serait important de
mettre en ceuvre aujourd hui des mesures de protection,
tant qu'il est encore temps, pour éviter la colonisation de
I’Anodonte chinoise. On sait en effet aujourd’hui que cette
espéce présente une menace importante pour les espéces
autochtones (Donrovich ez 2/ 2017 ; Huber & Geist 2019).
Elle colonise les hydrosystemes adjacents de proche en
proche en particulier via les canaux, mais peut aussi étre
introduite ponctuellement par le transport de poissons,
comme cela a vraisemblablement été le cas dans des étangs
du nord-est de la France ou de Loire-Atlantique. Les bas-
sins versants de la Charente et de ’Adour par exemple, ne
sont pas connectés aux autres grands hydrosystémes par
des canaux et pourraient étre préservés de I'expansion de
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Fic. 8. — Répartition de la Cyclade cerise Sphaerium nucleus (S. Studer, 1820) en France. O, sites d’échantillonnage ADNe; ®, données disponibles pour la

Cyclade cerise; %, données issues de I'analyse de ’ADNe.

I’Anodonte chinoise si les transports de poissons dans ces
bassins versants pouvaient étre contrdlés.

La Moule quagga
Dreissena rostriformis bugensis (Andrusov, 1897)

Cette espeéce n'est connue en France que depuis 2011, date
a laquelle elle a été mise en évidence dans les bassins de la
Meuse et de la Moselle (Bij de Vaate & Beisel 2011), puis
du Rhin (Wagner 2014). Une actualisation en 2017 (Prié
& Fruget 2017) montrait son expansion dans le bassin du
Rhoéne et de U'Escaut. Depuis, elle a écé observée en 2019
dans ’Aa (Hauts-de-France, vers Saint-Omer). Les données
ADNe disponibles aujourd’hui montrent qu’elle a colonisé
presque tout le linéaire du Rhone et de la Meuse, comme
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on pouvait sy attendre, mais également quelle progresse
vers les fleuves cotiers méditerranéens (le Lez & Montpellier,
alimenté par le canal du Rhone a Séte) et quelle est déja
présente dans la Seine (Fig. 12).

La Pisidie I’ Amérique
Euglesa compressa (Prime, 1852)

Cette espéce a été décrite formellement en France trés récem-
ment (Mouthon & Forcellini 2017), bien que les premiéres
données sur sa répartition datent de 1989 (Mouthon & Tair-
Abbaci 2012). Lanalyse de TADNe a permis d’étendre son
aire de répartition actuelle, avec des données nouvelles dans
la Meuse, 'amont de la Seine, la Sadne, I’Ardeche, tout 'aval
du Rhone et jusqu’a I'aval de la Loire (Fig. 13).
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Fic. 9. — Répartition dela Cyclade ovale Sphaerium ovale (Férussac, 1807) en France. O, sites d’échantillonnage ADNe ; ®, données disponibles pour la Cyclade

ovale; », données issues de I'analyse de ’ADNe.

DISCUSSION

COMPARAISON INVENTAIRES TRADITIONNELS / ADNE
Lanalyse de ’ADNe a permis de bien détecter les especes déja
connues sur les sites échantillonnés. Quand une espéce a été
détectée par inventaire traditionnel mais pas par ADNe, les
données d’inventaire ne concernaient que des coquilles. Nous
émettons hypothése que I'espéce ne vivait plus sur le site au
moment de 'échantillonnage ADNe.

Lanalyse de ’ADNe a donc prouvé son efficacité pour la pré-
sence/ absence comparé aux inventaires utilisant des méthodes
traditionnelles. Bien que son cofit (environ 1000 euros par
site) puisse paraitre prohibitif, il doit étre mis en perspective
avec celui, beaucoup plus élevé, d’'une équipe de malacologues
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professionnels, incluant de la plongée hyperbare (pour les
Naiades) et du tri de sédiment (pour les Sphaeriidae), donc
du temps d’expert. Sans parler du risque et du cotit humain
en cas d’accident pour ce qui concerne la plongée.

ESPECES DE LA FAUNE DE FRANCE :

REPARTITION ET ENJEUX DE CONSERVATION

Notre échantillonnage couvre une grande variété de milieux
en France métropolitaine et a permis de détecter i situ plus
de 95 % de la faune de France. Il est encore incomplet pour
les lacs d’altitude et les milieux saumétres. Il est en revanche
particulierement intense sur les écosystémes de I'aval, qui sont
souvent sous-prospectés par les inventaires traditionnels en
raison de leur difficulté d’acces.
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Fic. 10. — Répartition de la Pisidie jolie Euglesa pulchella (Jenyns, 1832) en France. O, sites d’échantillonnage ADNe ; ®, données disponibles pour la Pisidie jolie
suivant Mouthon (2018) qui a revu les données disponibles a partir des coquilles gardées en collections par leurs auteurs (ces données incluent des données
fossiles, voir Mouthon [2018] pour plus de détail); *, données issues de I’analyse de ’ADNe.

Pour la plupart des especes, les données obtenues par
ADNe sont conformes 2 la répartition connue par ailleurs.
Plusieurs exceptions existent cependant. La présence de la
Mulette épaisse est par exemple attestée a I'aval du Rhone
par plusieurs analyses. Sur 'amont du bassin de la Cha-
rente, sa présence a été confirmée par des observations de
terrain. CADNe apporte également des données nouvelles
pour des espéces mal connues comme la Cyclade cerise,
la Cyclade ovale et la Pisidie jolie. Nos résultats mettent
enfin 'accent sur la progression de plusieurs especes enva-
hissantes, qui ont été détectées au-dela de leurs aires de
répartition connues. Dans tous les cas, les données de
répartition obtenues avec 'analyse de TADNe pour ces
espéces introduites envahissantes sont conformes a ce que
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I'on pouvait attendre en considérant les voies de coloni-
sation (linéaires de cours d’eau et canaux).

BIAIS ACTUELS ET APPORTS DE L’ANALYSE DE L’ADNE

Pour plusieurs espéces, en particulier celles de I'aval des
cours d’eau, les données disponibles (INPN et inventaires
par méthodes traditionnelles) illustrent une répartition assez
large en France, alors que les données obtenues par analyse
de TADNe donnent une toute autre image et suggérent un
statut de conservation alarmant. Ceci peut s’expliquer par
deux biais. D’une part, ces données d’inventaire se basent
essentiellement sur la collecte de coquilles, et rarement sur
des spécimens collectés vivants. Or les coquilles peuvent se
conserver tres longtemps apres la disparition de I'espece. Clest le
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Fig. 11. — Répartition de I’Anodonte chinoise Sinanodonta woodiana (Lea, 1834) en France. O, sites d’échantillonnage ADNe ; ®, données disponibles pour I’Ano-
donte chinoise (en général des spécimens observés vivants); *, données issues de I’analyse de ’ADNe.

cas notamment pour la Cyclade des fleuves, qui a une coquille
remarquablement épaisse. Mais d’autres espéces 2 la coquille
plus fragile peuvent également étre conservées trés longtemps
dans les sédiments. D’autre part, les cartes de répartition dont
nous disposons incluent des données anciennes et ne reflétent
donc pas la dynamique de raréfaction ou de disparition locale
des especes. Pour amoindrir ces deux biais, il est important
lors de la saisie de données concernant les Bivalves de préci-
ser si les individus ont été observés vivants ou non, et dans
le second cas d’indiquer quel semble étre I'4ge des coquilles
(récent, avec périostracum bien conservé et ligament toujours
en place, ancien, ou subfossile).

Lanalyse de "TADNe présente I'avantage de ne détecter que
les espéces vivantes au moment de 'observation. En effet
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les tests réalisés montrent que ’ADN n’est détectable que
de quelques jours a quelques semaines apres sa libération
dans le milieu (Dejean ez al. 2011 ; Thomsen et al. 2012;
Piaggio et al. 2014).

UN CHANGEMENT DE PARADIGME

Lanalyse de "TADNe constitue un changement de paradigme
pour toute ’hydrobiologie. Pour ce qui concerne les Bivalves
dulcaquicoles, les résultats présentés ici donnent une nou-
velle image de la hiérarchisation des enjeux de conservation
(Tableau 2), en permettant de prendre en considération
des especes qui ne faisaient pas 'objet d’attention en raison
de leur difficulté d’acces (soit parce qu’elles sont difficiles
A récolter, soit parce quelles sont difficiles & déterminer).
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Fic. 12. — Répartition de la Moule quagga Dreissena rostriformis bugensis (Andrusov, 1897) en France. O, sites d’échantillonnage ADNe; ®, données disponibles
pour la Moule quagga (quelques données d’inventaires traditionnels I'aval de la Meuse, la Sadne et I'aval du Rhéne sont masquées par les points rouges); *,

données issues de I'analyse de ’ADNe.

De la méme manicére que l'utilisation de détecteurs d’ultra-
sons a révolutionné les connaissances concernant les Chauves-
souris (et les Orthopteéres) dans les années 2000, en rendant
«visibles» (ou plut6t audibles) des espéces qui passaient
inapercues auparavant, les progres de 'analyse de TADNe
ouvrent une énorme fenétre sur la connaissance des milieux
aquatiques. Cependant, comme toute nouvelle méthode,
I'analyse de TADNe souleve aujourd’hui des réticences, des
doutes quant 2 sa fiabilité, que nous essayons de dissiper
dans ce travail. Mais I'analyse de "TADNe va inéluctablement
devenir une méthode majeure d’investigation des milieux
aquatiques. Son déploiement n’en est encore qu’a ses débuts.
La généralisation des inventaires par ADNe est 'avenir et
des méthodes standardisées, trés probablement automatisées
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dans un futur proche, nous permettront d’effectuer un grand
pas en avant pour la connaissance de nos cours d’eau. Ces
progres ne vont pas a 'encontre des méthodes traditionnelles
d’inventaire puisque 'ADNe ne fournit pas d’indication
sur la localisation précise des populations (donnée indis-
pensable notamment dans le cadre des études d’impacts)
ni sur leur taille ou leur état de santé. Lanalyse de TADNe
peut en revanche fournir un préalable au déploiement de
recherches de terrain, en donnant une liste d’especes poten-
tielles & rechercher sur un site. Dans le cadre d’une étude
d’impacts par exemple, la détection d’un taxon patrimonial
par ADNe peut déclencher la mise en ceuvre d’inventaires
plus lourds, engageant les méthodes traditionnelles, pour
localiser précisément et quantifier la population.
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Fic. 13. — Répartition de la Pisidie d’Amérique Euglesa compressa (Prime, 1852) en France. O, sites d’échantillonnage ADNe; ®, données issues de Mouthon &
Tair-Abbaci 2012 et Mouthon & Forcellini 2017 ; %, données issues de I'analyse de ’ADNe.

CONCLUSION

Lanalyse de ’ADNe présente plusieurs intéréts dans le contexte
actuel :

— elle a montré son efficacité en comparaison a des inven-
taires réalisés de manicre traditionnelle;

— elle permet de réaliser sur le terrain des prélevements de
maniére standardisée, sans connaissances particuli¢res de la
part de 'opérateur et donc sans biais observateur;

—elle permet de s’affranchir des problémes de détermination
en se calquant directement sur les données moléculaires, qui
président aujourd’hui a la délimitation des espéces, et ainsi
de pallier la mauvaise prise en compte des Bivalves dans les
politiques de conservation due au manque d’experts capables
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de les déterminer correctement dans les bureaux d’études ou
les associations naturalistes;

— elle est non invasive, pour les individus (pas de manipu-
lation) et pour le milieu (pas de piétinement par exemple) ;

— elle permet de limiter la propagation de pathogénes
introduits envahissants (par exemple la Chitride Batracho-
chytrium dendrobatidis M. ]. Powell, 2007 ou la peste de
I'Ecrevisse Aphanomyces astaci Schikora, 1906) puisque le
matériel utilisé est stérile;

— elle permet de limiter les risques humains liés a la pros-
pection en cours d’eau, point non négligeable en particulier
dans le contexte professionnel.

Elle a néanmoins des limites:

— pas de localisation précise des especes détectées;
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TABLEAU 2. — Hiérarchisation des espéces de France par leur rareté dans les résultats des échantillonnages ADNe. Les auteurs/dates des espéces sont indiqués

dans le Tableau 1.

Nombre de sites

Espeéces positifs ADNe Commentaires

Sphaerium transversum 1 Espéce introduite et connue uniquement de deux stations qui n’ont pas été
étudiées

Sphaerium solidum 2 Espéce supposée répandue dans le tiers nord-est de la France (Welter-
Schultes 2012)

Euglesa pseudosphaerium 2 Espece devenue tres rare en France alors qu’elle était considérée comme
largement répandue dans les trois quarts nord du pays (Welter-Schultes
2012)

Euglesa globularis 3 Espéce en limite d’aire de répartition et trés rare en France

Sphaerium rivicola 11 Espece supposée répandue dans le tiers nord-est de la France

Sphaerium ovale 14 Espéece mal connue en raison de sa confusion avec S. nucleus et
S. corneum. L’attribution des fragments de séquences obtenus par
analyse de ’ADNe a S. ovale reste a confirmer

Pseudunio auricularius 18 L’échantillonnage ADNe n’a pas permis de retrouver de nouvelles stations

Pseudanodonta complanata 21 Espece supposée largement répandue en France, régions méridionales
exceptées

Margaritifera margaritifera 27 Notre échantillonnage cible plutét les écosystémes de I’aval et peu de sites
favorables a M. margaritifera ont été échantillonnés.

Euglesa hibernica 31 -

Euglesa obtusalis 32 -

Sphaerium nucleus 34 -

Euglesa compressa 41 Introduite, dynamique inconnue

Unio tumidus 46 -

Euglesa supina 51 -

Euglesa pulchella 56 -

Euglesa milium 62 -

Odhneripisidium tenuilineatum 66 -

Unio crassus 76 -

Euglesa henslowana 79 -

Odhneripisidium moitessierianum 85 -

Sinanodonta woodiana >100 Introduite, en expansion

Sphaerium lacustre >100 -

Anodonta cygnea >100 -

Pisidium amnicum >100 -

Euglesa nitida >100 -

Potomida littoralis >100 -

Unio mancus >100 -

Dreissena rostriformis bugensis >100 Introduite, en expansion

Dreissena polymorpha >100 Introduite, en expansion

Euglesa personata >100 -

Sphaerium corneum >100 -

Euglesa subtruncata >100 -

Euglesa casertana >100 -

Unio pictorum >150 U. pictorum s’aveére étre plus présente dans le quart sud-ouest de la France
que I’'on ne le pensait

Anodonta anatina >150 -

Corbicula spp. >200 Introduite, les différentes espéces décrites ne sont pas discernables par les

fragments étudiés

— pas d’estimation de la taille des populations (le nombre
de lectures des fragments de séquences ¢’ ADN fournit une
indication semi-quantitative, mais il est impossible de faire
correspondre cette valeur 2 un nombre d’individus) ;

—un taux de détection variable (mais qui reste toutefois supérieur
A celui des inventaires réalisés selon des méthodes traditionnelles).

LADNe est comparable 4 une odeur: on détecte une pré-
sence (ou pas), une direction générale, mais I'essentiel reste
A découvrir (ol exactement, combien d’individus?). De la
méme maniére que le flair préside A la traque, I'analyse de
’ADNe est un formidable prélude aux inventaires de terrain.
Elle permet de «lever des lievres».

Sur la base des travaux réalisés en France au cours des
quatre derniéres années, et considérant que I’analyse de
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I’ADNe est une méthode suffisamment puissante pour
que l'on puisse accorder du crédit aux résultats obtenus,
les enjeux de conservation des Bivalves d’eau douce de
France peuvent étre revisités. Alors que la faible pression
d’inventaire laissait le flou sur I’état de conservation de
certaines especes difficilement détectables, nous pouvons
aujourd’hui, sur la base de notre échantillonnage, affirmer
que les especes inféodées 4 'aval des cours d’eau sont dans
un état de conservation préoccupant. Alors que la Mulette
épaisse et — dans une moindre mesure — la Mulette petliere,
deux espéces particulierement ciblées par les politiques
de conservation, sont réguliecrement identifiées dans les
milieux qui leur sont favorables, certaines espéces carac-
téristiques des écosystemes de I'aval comme la Cyclade
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des fleuves, qui n’a pas été détectée et la Grande Cyclade
et PAnodonte comprimée qui semblent avoir subi une
contraction importante de leurs aires de répartition, ont
un statut de conservation alarmant en France, comme ail-
leurs en Europe. Enfin, la Grande Mulette, représentant
emblématique des espéces des écosystemes de I'aval, n’a
pas été révélée par les prélevements d’ADNe ailleurs que
dans les stations déja connues.

Ces résultats mettent en lumiére des enjeux de conservation
tres importants pour les especes de I'aval des grands cours
d’eau, qui subissent les menaces diffuses de tout 'amont.
Il semble aujourd’hui primordial dans un contexte d’érosion
de la biodiversité et d’effondrement des effectifs de mettre
en ceuvre des politiques de conservation conséquentes pour
les espéces de I'aval, insuffisamment considérées actuelle-
ment par les naturalistes comme par les gestionnaires en
raison de la difficulté d’acces de ces milieux. La mise en
ccuvre d’un Plan national d’Actions pour les Bivalves de
Iaval pourrait permettre, en regroupant les différents acteurs
impliqués dans la gestion des grands cours d’eau, a la fois
de répondre aux lacunes de connaissances, et de proposer
des mesures de gestion de ces écosystémes intégrateurs
qui abritent Pessentiel de la biodiversité dulgaquicole.
Cibler les espéces mal connues de I'aval des cours d’eau,
autant dans 'amélioration des connaissances que dans les
mesures de gestion, apparait aujourd’hui prioritaire pour
la conservation de la biodiversité.
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ANNEXE

ANNEXE 1. — Liste des sites pilotes ayant permis de comparer les résultats des inventaires menés par des méthodes traditionnelles (colonne A) et les résultats
des échantillonnages d’ADNe (colonne B). En grisé sont indiqués les sites ou seules des coquilles ont été observées par les inventaires traditionnels. Les auteurs/
dates des espeéces sont indiqués dans le Tableau 1.
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Unio mancus
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Unio tumidus
Corbicula fluminea
Dreissena polymorpha
Dreissena rostriformis bugensis
Pisidium amnicum
Sphaerium corneum
Sphaerium lacustre
Sphaerium nucleus
Sphaerium ovale
Sphaerium rivicola
Sphaerium solidum
Euglesa casertana
Euglesa compressa
Euglesa globularis
Euglesa henslowana
Euglesa hibernica
Euglesa lillieborgii
Euglesa milium
Euglesa nitida
Euglesa obtusalis
Euglesa personata
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Euglesa pulchella
Euglesa subtruncata
Euglesa supina
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moitessierianum
Odhneripisidium tenuilineatum
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