DNA environmental

Detection of Exotic Species
Bull Frog

Sologne
2014

Financial partners :

Rerum. qu: FIANCA SE
Direction régionale
de I'Environnement,
de IAménag ment

nt

(::m:gme Centre BNEHHT {C S= } Stiftung

>
©
-
Jd
)

Artenschutz

Team CDPNE :
Gabriel Michelin
Estelle Duchemann

o/
//*/CDPNE

Environnement et société: expert de vos projets

Comité Départemental de la Protection de la Nature et de I'Environnement
34, avenue Maunoury — 41 000 Blois — Tél.: 02 54 51 56 70 — Fax: 02 54 51 56 71 - cdpne@wanado.fr —



mailto:cdpne@wanado.fr

Table of Contents

[. Context Of the StUAY........oovviiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 4
[I.  Equipment end Methods.............ciiiiiiiiiiii e 4
TR = | T 6
1. DINA DEECHON ..ottt e e et e e e e e e e e et e e e e e e e eeennnes 6
2. Classical deteCtiON ........ccoeeeeiee i 6
IV. Bull frog’s impact to amphibian’s communauty...........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiineennn. 7
3. Evaluation des 3 catégories d’étangs........cccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 11
4. Other results on the no detection of Bull frog ....Erreur ! Signet non défini.

RV 2R O o T o 1] o o 13
ANNEXES ...t Erreur ! Signet non défini.
RAPPOIS SPYGEN .. ..o e e ees 16
2

Détection de I'espece exotique envahissante grenouille taureau en Sologne — France - 2014

ADN environnemental —
<> ||| Comite Departemental de la Protection de la Nature et de |'Environnement




Table of l||ustration

Figure 1 : Map of distribution of the analyzed sites ...... Erreur ! Signet non défini.
Figure 2 : Map of distribution of the analyzed sites and the positive sites............. 6
Figure 4 : Pond little EPINAY ....covvvieiiii e e e e eennes 7
Figure 5 : Localization og Groups A-B-C ADNE 2014 ............uuuvumemmmmmmminninninniinnnnns 8
10 UL ST A = To )t o] (o) £ 11
Tableau 1 : Données des Groupes A-B-C analyses ADNe 2014 ...........cccccuvueee. 9
Tableau 2 : NOt COIONIZEA SIES .......cceieiieeiiiie e e e eeeeees 13
Tableau 3 : ReSUItS DNAE 2014 .......cooo e 15

3

ADN environnemental — Détection de |'espece exotique envahissante grenouille taureau en Sologne — France - 2014
<> ||| Comite Departemental de la Protection de la Nature et de |'Environnement



file://192.168.1.221/Communs$/Commun_CDPNE/@Gabriel/1416-Grenouille%20taureau/ADN%20envt/2014/RAPPORT/ADNe-Grenouille-taureau-2014-VE.docx%23_Toc406768356
file://192.168.1.221/Communs$/Commun_CDPNE/@Gabriel/1416-Grenouille%20taureau/ADN%20envt/2014/RAPPORT/ADNe-Grenouille-taureau-2014-VE.docx%23_Toc406768357
file://192.168.1.221/Communs$/Commun_CDPNE/@Gabriel/1416-Grenouille%20taureau/ADN%20envt/2014/RAPPORT/ADNe-Grenouille-taureau-2014-VE.docx%23_Toc406768359
file://192.168.1.221/Communs$/Commun_CDPNE/@Gabriel/1416-Grenouille%20taureau/ADN%20envt/2014/RAPPORT/ADNe-Grenouille-taureau-2014-VE.docx%23_Toc406768363

Context of the study

The Bull frog, is a specie of the
North of the Nord America. She was
introduced by human in Europe.

In Sologne, Bull frog created
problems on the ecosystems when it
colonised. She has a very vast diet and
it's healthy carrier of a disease which it
transmits in the others amphibians.

Discovered in 2002, since, many
actions were established by
Departmental Committee of the Nature
Conservation and the Environment
(Comite Départemental de la
Protection de Ila Nature et de
I'Environnement in french — CDPNE),
with ONCFS (french institution to the
protection of the wild nature) and
SEBB (french institution restauration of
rivers).

After 11 years of actions, the
density of  reproductive  adults
decreased, 9 adults for 2 adults by
aquatic site. Same report to the
weight, 471 at 1979.

So the eradication began but it
supposes premature interventions on
the aquatic site.

The premature detection of the
species is a priority. We use a classical
method of visual and hearing detection
of the species and a more precise
detection by the environmental DNA
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Equipment end
methods

Method is based to the
obstinacy of the DNA. The
environmental DNA brings a temporal
and financial gain to compared with the
day before environmental classic.

This method detect the Bull frog
because it deposits DNA in the water.

Water's Taking in aquatic site
like this photo 1 are realized.

« AP L i ¥
Photo 1 : Water’s takings

43 ponds were analyzed, 29 to
the detection Bull frog and 14 to the
detection all frog species.

4

Détection de I'espéce exotique envahissante grenouille taureau en Sologne — France - 2014
Comité Departemental de la Protection de la Nature et de |'Environnement



In 2014, we had two objectives, the
premature detection on the periphery
of the colonized zone and verify the

impact of the Bull frog on the other

We made a single session of water
native species.

sampling by team of 2 persons for
security reasons. 8 days were

required: (June 17, 25, 26, 27, 30 and
July 1, 3 and 4).
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. Results

1. DNA Detection

In 2014, 43 aquatic sites were
analyzed in Sologne.

3 ponds have a positive result
to Bull frog DNA.

- Pond Chancay Noth
- Pond Genievre

- Pond of the Busonniére

. The method DNA allows to plan the
| move of invasive population

l

2. Classical detection

At the same time, a classical
detection was made, and 5 ponds

revealed positive in to the presence of
the Bull frog.

- Pond Noues de Bry 35.1
- Pond Thibergeres
- Pond of stag
- Pond Maitre Jean
- Pond Ambon

[ inventaire ADNe 2014

- Sites présence Grenouille taureau 2014

Etang de .=~

Ribert
Soutien financier :

Région Centre,
DREAL Centre,
Association Beauval Nature

Verband Deutscher Zoodirektoren e.V,
Stigtung Artenschutz

olle-
gne

[:hmg du
Chatelicr

119m
v
5’ .....
Ancnuhulz

2 7
MDPNE s

Cartographie CDPNE 21/10/2014
Licence n° 2008 - CISO26-34 - Reproduction interdite

R-Ay,
AL
La Eerté- ™7deMeung

T3

Route d@ Lamotte

Etang
cnancay Nord Neuf

.
Emrﬁ de %anniém

@
&£
Etang des

o&c!:sde Bry 35.1

@

Sources: Esri, HERE, DeLorme, TomTom, Intermap, increment P Corp., GEBCO,
USGS, FAO, NPS, NRCAN, GeoBase, IGN, Kadaster NL, Ordr\ance Survey, Esn
Japan, METI, Esri China (Hong Kong), swi

contributors, and the GIS User Community

Oper

ADN environnemental —

Figure 2 : Distribution map of analyzed and positive sites

Comite Departemental de la Protection de la Nature et de |'Environnement

6
Détection de I'espece exotique envahissante grenouille taureau en Sologne — France - 2014




V. Bull frog’s impact to
amphibian’s communauty

14 ponds were analyzed to
detect the DNA amphibian, native
and exotic.

The 14 ponds were selectionned
in 3 categories

- Never colonized by the Bull frog
(5 ponds),

- Actually colonized by Bull frog
(4 ponds).

ki
i
o

Fot-3

Figure 3: nd little Epinay
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Table 1 : Results of Groupes A-B-C analyses DNAe 2014

ADNe communauté amphibien

Nom

Salamandre tachetée terrestre — Salamandra terrestris

© |Grenouille taureau - Lithobathes catesbeianus

>
//* 7 CDPNE

wv
s 5 S | %
§ | £| | 8 2 |5
> ) 3 S S
.g. S S S S w | 9
o 5 S S £ S | .2
S Q S | & £ | 3|09
l : T2 & |8 &
[} 3 ) ] ~ | (V]
t E — Q | N} .2
s £ ® | § 2 | 5| ®
@ S | = | 3 E |5]|¢<
5 ° 5 ] o E| o
= 3 3 3 S c c | 2
< c o c c S S | €
z (C] o (G) -4 = = | 2
Grand étang ferme de . . . . .
A Mardelay (Pt 122) 2 oui oui oui oui oui 0|5
a | Etane carriere des 2| 0 oui | 0 | o 0| oui |02
Thibergéres
A | Etang du Saule 1 0 oui oui oui 0 0 oui 4
a |EtengN12SudVilcou(pt |, | oui | oui | O 0 |oui| oui | 0|4
113)
A | Mares le Grand Vaulier 0 oui 0 oui oui |oui oui oui| 6
B | Etang des Bertonniéres 0 0 0 0 0 0 0 0|0
Etang communal de
B | Chaumont sur Tharonne pt 1 0 0 0 0 0 0 0 0|0
122
B | Etang de la Maselle 1 0 oui 0 0 0 0 0 01
B | Etang Courton 1 0 oui 0 oui 0 0 oui 0|3
B | Etang ferme de Courcelle 1 0 oui 0 oui oui 0 oui 0| 4
Etang geniévre 2 oui oui oui 0 0 0 0 0| 2
Etang de la Busonniere 2 oui oui 0 0 0 0 0 0|1
Etang des Noues de Bry N 1 oui 0 0 0 0 oui ol 2
35.1
Mare aux cerfs 1 oui 0 0 0 0 0 0|1
8 species were detected on the 14 ponds.
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Triton marbré

Triton palmé
Salamandre tachetée...

Rainette verte

Grenouille agile

Crapaud commun
Grenouille verte

Grenouille taureau

0 50 100

Bufo Bufo

Pelophylax spp. or Grenouille verte
in French, is a popular amphibian on
ponds with Lissotriton helveticus.
N = 14, Average = 2.5, Médian = 2.0,

" Numb Standard deviation = 1.871, Variance =
g umboer 3.5, p-value = 0.39461
3 Nom native
© specles The result distribution is a normal
5 | Grand étang ferme c distribution
de Mardelay
Etang carriére des Data Vs Expected Z Score
A . R 2
Thibergéres 7,0
A | Etang du Saule 4 6.0
A | EtangN 12 Sud 4 T oso
Vilcou (pt 113) .
A Marses le Grand 6 E -
Vaulier =
c 2,0
B Etang des 0 %
Bertonnieres 4 i
Etang communal 2 U
B | de Chaumont sur 0 -1,0
Tharonne -2,0
-2 1 0 1 2
B | Etang de la Maselle 1 Sipaciatiiah
B | Etang Courton 3
B Etang ferme de 4
Courcelle
Etang genievre 2
Etang de la
. 1
Busonniere
Etang des Noues )
de Bry N 35.1
Mare aux cerfs 1
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Ponds A (never Bull frog) is different
to groups B and C. We have verify if 3

3. Evaluation des 3 catégories groups are significantly different.
d’étangs
g . . . e (<%}
We verified if there is a difference e g 89 = %
between 3 categories of ponds. s 2 T > a g
€ g g&3 S A=
3 £ £5 = & @
Groupes | 8 | | 5 e85 5
5 0 2
A 2,7 2,7 2,701 4 i
Number 2 0 1 vs C ,700 ,783 ,701 0,043 Ou!
native 4 1 > AvsB 2,600 2,843 2,701 0,039 Oui
species 4 3 1 BvsC 0,100 0,103 2,701 0,994 Non
6 4 NA
average 4,2 16 L5 e Comparison between group A and
median 4 1 1,5 B
Standard group
deviation 1,48 1,82 0,58 p-value 0,039, below 0.05.
r r ically different.
Variance 22 33 0.33 Groups are statically different

e Comparison between group A and

Below, a graphical representation of 3 group C

groups using boxplots method.
p-value 0,043., below 0.05.

Box plots Groups are statically different.
8 -
; B e Comparison between group B and
6 T group C
’ N p-value 0,994
N T We cannot say that both groups are
] different.
2 A .
L + ‘ The number of species for group A 4.2
ol (average).
A . c The number of species for group B 1.6
Figure 5 : Box plots (average).
The number of species for group C 1.5
(average).

The Bull frog decrease number of
native species.
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Results can also be displayed - LISHEL : Lissotriton helveticus
differently. - HYLARB : Hyla arborea
- RANDAL : Rana dalmatina
BUFB#F cfrle(:\;

Only Pelophylax spp. is represented in

the group C instead of Hyla arborea,
Rana dalmatina, Lissotriton helveticus
PEESCF— | and Triturus marmoratus found in other

groups.

So, we observe a simplification of
the amphibian’s population when
the Bull frog colonizes a pond.

- PELESC : Pelophylax spp.
- BUFBUF : Bufo Bufo
- TRIMAR : Triturus marmoratus
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Table 2 : Non-colonized sites

Date de
Nom o
colonization
Pond Auteroche 2003
Pond castle of Villebourgeon 2011
Pond Thibergéres / Milberlan 2009
Pond castle of Yvoy-le-Marron 2010
Pond of Villiers 2008
Pond of Farinard 2010
Pond of Passée 2012
Pond of Moulin 2010
Pond of the canardiere 2010
Pond face sud Autroche 2011
Pond Villiers cote farm 2009
Pond of Bertonniéres 2008
Pond of the Source 2003
Pond farm to Chancay SUD 2009
Pond of Chaumont sur Tharonne pt 122 2011
Pond of the Maselle 2003
Pond Courton 2007
Pond farm to Courcelle 2003

18 ponds having been colonized by the Bull frog in the past are actually not
colonized.

The DNAe method can judge the efficiency of the operation of eradication

The classical method of detection and the DNAe method are two
complementary methods to the Bull frog’s detection.

I's necessary to use the DNA method on the big pond and the classical
method on the little pond but the use of both is essential.

In 2014, analyses of the amphibian DNA on 14 ponds proved the Bull frog’s
impact on the biodiversity.
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Results DNAe 2014
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SPY,G EN’

1°) Description du projet :

Code étude : DE140016

Client : Comité Départemental de la Protection de |la Nature et de |'Environnement de Loir et Cher

> Adresse : CDPNE, 34 Avenue Maunoury, Cité administrative, 41000 BLOIS
» Contact : Gabriel MICHELIN
» Téléphone : 02 54 51 56 70 - Email : gabrielmichelin.cdpne@orange.fr

Responsables de I'étude : Pauline Jean (Chef de projets) — pauline.jean@spygen.com
Type d’analyse : Détection d’espéces cibles en milieu aquatique stagnant grace a I’ADN environnemental
Espéce cible : Grenouille taureau (Lithobates catesbeianus)

Nombre de sites : 83

2°} Protocole d’analyse et contrdle qualité :

Les analyses ont été effectuées en suivant le protocole Ficetola et al. 2008. Les extractions ont été réalisées dans une
salle dédiée a I'étude de ’ADN rare ou dégradé. A chaque étape du protocole des témoins négatifs ont été analysés en
paralléle aux échantillons, afin de contréler la pureté des consommables utilisés et de détecter d’éventuelles
contaminations croisées au cours de la manipulation (cf. extraction (-) & PCR (-) dans Contréles qualité). Une amplification
de I’ADN, par quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR), a été effectuée avec un couple d’amorces spécifiques a la
Grenouille taureau. Des contrdles positifs (tissus provenant de I'espéce cible} ont été analysés au cours de cette derniére
étape afin de contréler les conditions d’amplification (cf. PCR (+) dans Contréles qualité).

» Controles gualité :

Type de contréle Nombre Résultat Commentaires
Extraction (- Soati
H 2 Ne'ga Ff Aucune contamination détectée lors de I'analyse
PCR (-) 4 Négatif
PCR (+) 8 Positif Conditions d’amplification optimales
1/3
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3°) Résultats :

Détection de la Grenouille taureau grdce a I'ADN environnemental - COPNE - Aot 2014

N° échantillon Détection Grenouille taureau Noml;:’s::le'cats
W51400872 NON 0/12
WS1400915 NON /12
WS1400916 NON 0/12
WS1400917 NON 0/12
WS1400918 NON 0/12
W51400919 NON 0/12
W51400920 NON 0/12
W51400921 NON 0/12
W51400922 NON 0/12
WS1400923 NON 012
WS1400924 NON 0/12
WS1400925 NON 0/12
WS1400926 NON 0/12
W51400927 NON 0/12
W51400928 NON 0/12
WS1400929 NON 0/12
W51400930 NON 0/12
WS1400931 NON 0/12
W51400932 NON 0/12
W51400933 NON 0/12
W51400934 NON 0/12
W51400935 NON 0/12
W51400936 NON 0/12
WS1400937 NON 0/12
WS1400938 NON /12
WS1400939 NON /12
WS1400940 NON 0/12
WS1400941 NON 0/12
W51400942 NON 3o
WS1400943 NON 0/12
W51400944 NON 0/12
W51400945 NON 0/12
WS1400946 NON 0/12
WS1400947 NON 0/12
W51400948 NON 0/12
WS1400949 NON 0/12
W51400950 NON 0/12
WS1400951 NON /12
WS1400952 NON 0/12
WS1400953 NON 0/12
WS1400954 NON /12
WS1400955 NON 0/12
WS1400956 NON 0/12
WS1400857 NON /12
WS1400958 NON 0/12
W51400959 NON 0/12
WS1400960 NON 0/12
W51400961 NON 0/12
W51400962 NON 0/12
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Ne échantillon Détection Grenouille taureau Wil e e
positifs
W51400963 NON 0/12
W51400964 NON 0/12
W51400965 NON 0/12
W51400966 NON 0/12
WS1400967 NON o/12
WS1400968 NON /12
WS51400969 NON o2
W51400970 NON o2
WS1400971 NON o/12
W51400972 NON 0/12
W51400973 NON o/12
W51400974 NON 0/12
WS1400975 NON 0/12
W51400976 NON 0/12
W51400977 NON 0/12
W51400978 NON 0/12
WS1400979 NON 0/12
W51400980 NON 0/12
WS1400981 NON o/12
WS51400982 NON o/12
WS51400983 NON o/12
W51400984 NON o/12
W51400985 NON o/12
WS51400986 NON 0/12
WS1400987 oul 112
W51400991 NON 0/12
W51400992 NON 0/12
W51400998 NON 0/12
W51401000 NON 0/12
W51401001 NON 0/12
W51401002 NON 0/12
WS1401003 NON /12
W51401004 NON o/12
WS51401005 NON o/12

4°) Commentaires :

La persistance de I’ADN environnemental dans un écosysteme d’eau douce est d’environ 15 jours (Dejean et al.
2011). Pour le site ou la présence de la Grenouille taureau a été détectée, cela signifie donc que I'espéce était
présente lors de |'échantillonnage ou au maximum 15 jours avant |a réalisation des prélevements d’eau.

Le protocole d’échantillonnage a été optimisé pour permettre la détection d'un individu peu mobile sur un site
dont la surface est inférieure ou égale a un hectare. Sur des sites nouvellement colonisés par la Grenouille taureau ou
sur lesquels des actions de lutte ont été menées, |'espéce peut étre présente a une tres faible densité de population.
Sur les plans d’eau de grande taille (> 1 ha), nous recommandons donc d’augmenter le nombre de prélévements (a
définir selon la taille et la typologie du site}.

Les extraits d’ADN seront conservés pendant 6 mois dans nos locaux avant d’étre éliminés ou bien renvoyés chez

le client sur demande et a ses frais.

Détection de la Grenouille taureau grdce a I'ADN environnemental - COPNE - Aot 2014
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1°) Description du projet :

Code étude : DE140016

Client : Comité Départemental de |a Protection de la Nature et de I'Environnement de Loir et Cher

» Adresse : CDPNE, 34 Avenue Maunoury, Cité administrative, 41000 BLOIS

» Contact : Gabriel MICHELIN

» Téléphone : 02 54 51 56 70 - Email : gabrielmichelin.cdpne@orange.fr

Responsables de I'étude : Pauline Jean (Chef de projets) — pauline.jean@spygen.com

Type d’analyse : Analyses eDNA Metabarcoding pour I'inventaire des Amphibiens sur 19 sites

2°}) Protocole d’analyse et contrdles qualité :

Les extractions d’ADN ont été réalisées dans une salle dédiée a I’ADN rare ou dégradé. A chaque étape du protocole
des témoins négatifs ont été analysés en paralléle aux échantillons, afin de contréler la pureté des consommables utilisés
et de détecter d’éventuelles contaminations croisées au cours de la manipulation (cf. Extraction (-) & PCR (-) dans

Contréles qualité).

Une amplification de I’ADN a été effectuée avec un couple d’amorces universelles pour les Amphibiens puis les
échantillons amplifiés ont été séquencés a |'aide d’un séquenceur nouvelle génération (HiSeq - lllumina). Les séquences
obtenues ont été analysées avec des outils bio-informatiques permettant d’éliminer les erreurs dues a I'amplification ou
au séquengage (a I'aide de différents filtres) et de comparer chaque séquence avec la base de référence Amphibiens
SpyGen®. Une liste d’espéces est ainsi établie pour chaque échantillon avec le nombre de séquences associées par taxon.

La technologie actuellement utilisée est basée sur la détection d’ADN mitochondrial et ne permet donc pas de

distinguer des espéeces hybrides comme par exemple les Grenouilles vertes (Pelophylax sp.).

» Contréles gualité :

Type de contréle Nombre Résultat Commentaires
Extraction (- 1 Négatif
G 'g - Aucune contamination détectée lors de I'analyse
PCR (-) 1 Négatif
1/4
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3°) Résultats :

v' WS1400988

. o Nombre de
Nom vernaculaire Nom scientifique .
séquences
Grenouille verte Pelophylax sp. 2160
Grenouille taureau Lithobates catesbeianus 20842

v' WS1400989

Aucune séquence d’ADN d’Amphibiens n’a été détectée dans cet échantillon.

v' WS1400990

v' WS1400991

v' WS1400992

v' WS1400993

v' WS1400994

3 o o Nombre de
Nom vernaculaire Nom scientifique "
séquences
Crapaud commun Bufo bufo 4528
Grenouille verte Pelophylax sp. 42118
Grenouille taureau Lithobates catesbeianus 214019
Nom vernaculaire Nom scientifique N?mbre ik
séquences
Triton palmé Lissotriton helveticus 12842
Grenouille verte Pelophylax sp. 2673
Nom vernaculaire Nom scientifique Nt'ambre de
séquences
Crapaud commun Bufo bufo 451
Rainette verte Hyla arborea 6484
Triton palmé Lissotriton helveticus 2962
Grenouille verte Pelophylax sp. 3742
Grenouille agile Rana dalmatina 15127
Nom vernaculaire Nom scientifique Nt’)mbre de
séquences
Grenouille verte Pelophylax sp. 1788
Nom vernaculaire Nom scientifique N?mbre i
séquences
Grenouille verte Pelophylax sp. 27470
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v’ WS1400995

v’ WS51400996

v’ WS51400997

v' WS1400998

v' WS1400999

v’ WS1401000

Nom vernaculaire Nom scientifique Nt}mbre de
séquences
Triton palmé Lissotriton helveticus 48197
Grenouille verte Pelophylax sp. 337840
Nom vernaculaire Nom scientifique N?mbre de
séguences
Crapaud commun Bufo bufo 24162
Grenouille taureau Lithobates catesbeianus 126694
Nom vernaculaire Nom scientifique ?g;?,:;i::
Rainette verte Hyla arborea 15852
Triton palmé Lissotriton helveticus 16022
Grenouille verte Pelophylax sp. 66414
Grenouille agile Rana dalmatina 13576
Salamandre tachetée | Salamandra salamandra 119
Triton marbré Triturus marmoratus 852
Nom vernaculaire Nom scientifique 22::,::;::
Crapaud commun Bufo bufo 1233
Triton palmé Lissotriton helveticus 1361
Grenouille verte Pelophylax sp. 846
Grenouille agile Rana dalmatina 3992
Nom vernaculaire Nom scientifique r:g::j:::::
Triton palmé Lissotriton helveticus 168607
Grenouille verte Pelophylax sp. 631486
Grenouille agile Rana dalmatina 37801
Nom vernaculaire Nom scientifique l:z‘;r:j:;eced:
Triton palmé Lissotriton helveticus 68
Grenouille verte Pelophylax sp. 149
3/4

Analyses eDNA Metabarcoding Amphibiens - COPNE - Octobre 2014




>
//* 7 CDPNE

SPY,GEN

v’ WS1401001
Aucune séquence d’ADN d’Amphibiens n’a été détectée dans cet échantillon.

v’ W51401002

Nom vernaculaire Nom scientifique r:g:::':c::
Rainette verte Hyla arborea 11325
Triton palmé Lissotriton helveticus 2393
Grenouille verte Pelophylax sp. 9562
Grenouille agile Rana dalmatina 8673

v’ Ws1401003
Nom vernaculaire Nom scientifique r:g::l:::ed:
Crapaud commun Bufo bufo 1087
Triton palmé Lissotriton helveticus 647
Grenouille verte Pelophylax sp. 99
Salamandre tachetée | Salamandra salamandra 17

v Ws1401004

Aucune séquence d’ADN d’Amphibiens n’a été détectée dans cet échantillon.
v’ Ws1401005

Aucune séquence d’ADN d’Amphibiens n'a été détectée dans cet échantillon.
v’ WS1401006

Aucune séquence d’ADN d’Amphibiens n’a été détectée dans cet échantillon.

4°) Commentaires :

La persistance de I’ADN environnemental dans un écosystéme d’eau douce est d’environ 15 jours (Dejean et al.
2011). Cela signifie donc que les espéces d’Amphibiens détectées étaient présentes lors de I’échantillonnage ou
durant les 15 jours précédant les prélévements d’eau sur les sites concernés.

Les extraits d’ADN seront conservés pendant 6 mois dans nos locaux avant d’étre éliminés ou bien renvoyés chez
le client sur demande et a ses frais.
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