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génétiques analysées sont de gauche a droite : |la variation génétique au sein des populations
(diversité génétique), la structure génétique (différenciation génétique entre les populations),
les flux de génes entre les populations et la taille efficace des populations...........ccuuuueeee. 39
Figure 7. Quotient de longévité (LQ= longévité observée/longévité attendue) en fonction de
la masse de 779 espéces de mammiféeres. La ligne en pointillé indique un LQ = 1 c’est-a-dire
une longévité observée et attendue égale. Les especes de chauves-souris sont indiquées en

bleu, les autres espéces de mammiféeres en orange. Cette figure est extraite de Foley et al.

Figure 8. lllustration de la diversité morphologique de trente espéces de chauves-souris dans
le monde. © Merlin Tuttle's Bat CONSErvation. ........ccceevveeriieeeiiieeniiee et 43
Figure 9. Cycle de vie des chauve-souris. Cette figure est issue de la Déclinaison régionale du
Plan d’Actions en faveurs des Chiropteres en Poitou-Charentes (Septembre 2013).............. 45
Figure 10. Récapitulatif des conventions et lois protégeant les chauves-souris au niveau
national, européen et international........ccocuiiie i 47
Figure 11. Colonie de Grand rhinolophes sous un toit en Charente-Maritime. © M.
LEUCHEM@NN .ttt st e st e e s bt e s bt e e s bt e e sbe e e s b e e nareeenanes 49
Figure 12. Distribution (en orange) du Grand rhinolophe dans le monde. Carte issue de I'lUCN
(International Union for Conservation of Nature) 2016. .......cceeeeeeieeiiiireeeeeeeeeeiiciirreeeeeeeeeeennns 50
Figure 13. Carte de répartition du Grand rhinolophe en France issue du poster Chiroptéres de
I'annexe Il de la Directive Habitat-Faune-Flore - Synthése actualisée des populations en France
- Bilan 2014 (Stéphane VINCENT = SFEPM)...ccuuiiiiiiiiiie ettt sttt 52
Figure 14. Baisse significative des effectifs de Grand rhinolophe en Poitou-Charentes d’apres
les comptages hivernaux réalisé chaque année dans la région. Figure réalisée par Poitou-
Charentes NAtUIE (2015). ..uuuuiieiieii it e e e e s e e e s e e e e s seabbbrreeeseesessasbbaeereeeseens 54
Figure 15. Schématisation de I’hypotheése du déplacement de deux individus de Grand
rhinolophes issus respectivement des colonies A et B pour se reproduire. Dans le premier
paysage (de type bocage) les deux individus se servent de points de repéres pour se déplacer
(arbres) et peuvent se rencontrer pour se reproduire. Dans le second paysage (de type plaine
agricole), les individus ne détectent pas de points de reperes pour se déplacer et se
reproduisent donc dans leurs colonies respectives. Si les individus de différentes colonies ne
peuvent plus se rencontrer et se reproduire a cause de ces barrieres, alors chaque colonie va

constituer sa propre population, plus petite que la population initiale. Or la taille de la
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population est un facteur primordial de la viabilité d’'une population car plus elle diminue, plus
le risque d’extinction augmente, notamment du fait des conséquences génétiques et
démographiques (Frankham 1996; Gilpin et SOUI€ 1986). ......cccuvvvieeiriieeeiiieee e 61
Figure 16. Carte des colonies échantillonnées pour I'étude. L'aire de répartition du Grand
rhinolophe est représentée en gris (IUCN, 2016). Chaque colonie est nommée par un code :
Bryanston (BRY), Buckfastleigh (BUC), Montreuil-sur-mer (MON), Kernascleden (KER), Lys-
Haut-Layon (LYS), Allonne (ALL), Le Busseau (BUS), Le Pin (PIN), La Chapelle-Saint-Etienne
(CHE), Xaintray (XAl), Airvault (AIR), Saint-Loup-sur-Thouet (LOU), Faye I’Abesse (FAY), Fenioux
(FEN), Lessac (LES), Annepont (ANN), Sarran (SAR), Vignols (VIG), Aydat (AYD), Langeac (LAN),
Lacanau (LAC), Argelouse (ARG), Arles (ARL), Bedous (BED), Lezate (LEZ), GHA. Les symboles
(croix, carré, triangle, losange) indiquent le pays d’échantillonnage. .....cccccccoeeeeviveeeeeiennnnns 64
Figure 17. Photographies illustrant de gauche a droite : un « harp-trap » disposé en sortie de
gite (ON. Charbonnel), la mesure du 5°™¢ doigt (D5) du Grand rhinolophe (© LPO49) et le
préléevement de patagium pour les analyses de génétique (© LPO49). Les deux derniéres
photos sont issues du rapport d’activité 2019 du programme Grand rhinolophe (Leuchtmann
L A= | T A ) 1 ) P U TP 65
Figure 18. Estimation de la diversité génétique (indice d’hétérozygotie He) dans chaque colonie
échantillonnée. L'aire de distribution du Grand rhinolophe d’apres les données de I"'UICN
(2016) eSt rEPréSENTEE BN GIiS. c.uuveiee i et eectte e eectee e e e st e e e e e e e e e e ttr e e e esraeeeeenraeeeesanens 71
Figure 19. Graphe représentant la probabilité d’appartenance d’un individu a un groupe
génétique (logiciel STRUCTURE). Chaque barre verticale correspond a un individu et chaque
couleur correspond a un groupe génétique. Les individus sont triés par colonies et une barre
blanche en pointillé sépare les différentes ColoNies........cccvieeeeiiciirieeiee e, 74
Figure 20. Retour sur I'hypothése initiale de I'’étude. Contrairement a nos attentes, malgré une
courte distance de détection cette espéce pourrait effectuer des trajets dans des milieux
ouverts pour aller se reproduire (absence de structure génétique du Pays Basque espagnol au
o] g lo [N b I 5 =1 s (o1 ) FRP RSO PURRRRPR 77
Figure 21. Photographie de fragments d’arthropodes (A, B, C, D) dans des féces de chauve-
souris (Figure issue de Clare et al. 2009)........coouviririieiieiiiiieeeee e e e e 113
Figure 22. Schéma du fonctionnement de I'approche en Two-step PCR. PCR1 : hybridation des
amorces gene-spécifiques et de I'amplicon. Chaque amorce est constituée d’une séquence
geéne-spécifiqgue (en bleu) en 3’ qui permet I’hybridation a I’ADN cible, et d’'une extrémité
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universelle overhang (en vert) en 5. A la fin de la PCR1, chaque amplicon posséde a ses
extrémités les séquences des amorces de séquencage lllumina (en vert) qui sont (1) utilisées
comme linkers a la PCR2 et (2) utilisées comme site d’hybridation des amorces de séquencage
lors du run MiSeq. PCR2 : hybridation des amorces d’indexage et de I'amplicon. La partie en
3’ de chaque amorce (en vert) permet I'hybridation aux produits PCR1. A la fin de la PCR2, les
amplicons possédent a leurs extrémités les séquences des adaptateurs P5 et P7 lllumina (en
orange), les index de multiplexage (en rouge) et les séquences complémentaires aux amorces
de séquencage lllumina (en vert). D’aprés Galan et al. 2018. ........cocociveeeviiieee e, 119
Figure 23. Schéma récapitulatif des cing étapes principales du protocole de traitement des

échantillons dans le cas d’'une communauté artificielle composée de six taxa d’arthropode.

Figure 24. Prélevement de feces sur un Grand rhinolophe en main. ©N. Charbonnel ........ 122
Figure 25. Représentation hiérarchique de la diversité taxonomique d’arthropodes contenue
dans les 216 échantillons de 16 espéces chauves-souris. Les différents cercles représentent les
rangs taxonomiques (de l'ordre au centre a I'espéce en périphérie). La largeur attribuée a
chaque taxon est proportionnelle au nombre d’occurrences détectées. ........ooevvvvveenennnn. 125
Figure 26. Appartenance taxonomique (ordre) des 63 espéeces de nuisibles identifiées...... 126
Figure 27. Histogramme indiquant la proportion et I'assignation taxonomique des séquences
observées dans les féces de chaque espece de chauve-souris. « Autres » correspond aux
séquences susceptibles d'appartenir a des organismes issus de contaminations
environnementales, proies secondaires OU Parasites. .......cccvvvveereeeeeieciiiineeeeeeeeeeercireeeeeeeeenn 165
Figure 28. Représentation visuelle de la longueur et de la position des couples d’amorces sur
le gene COIl. Les amorces sont représentées par une fleche colorée, chaque couleur
représentant un couple d'amorces unique. Pour chaque couple d'amorces, le nombre sur la
ligne grise indique la longueur de I'amplicon. La position de chaque amorce est indiquée par
une barre verticale de sa COUIEUN rESPECLIVE. ....ueiiiiii i e e e e 167
Figure 29. Evaluation in silico des ordres d'arthropodes représentés par au moins 100 UTO
utilisant PrimerMiner. A) Les performances des ensembles d'amorces sont indiquées pour
chaque ordre a l'aide de graphiques en camembert, les couleurs verte et rouge représentant
respectivement le succes et I'échec de I'amplification. Le succes de I'amplification correspond
au score de pénalité moyen de PrimerMiner < 120 et a I'échec de I'amplification a un score de

pénalité moyen> = 120. La couleur grise indique une absence d’analyse lorsque |'ordre
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Figure 30. Représentation graphique du nombre de reads des trois réplicats techniques de la
communauté artificielle sans ADN de chauve-souris, pour chaque ordre d'arthropodes (N =
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Figure 31. Photographie de Murin a oreilles échancrées (a gauche) et de Grand rhinolophe (a
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Figure 32. Occurrences des ordres d’arthropodes détectés dans des échantillons de guano
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Figure 33. Echantillonnage des guanos sous une colonie (a gauche; ©J. Dechartre) et
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Figure 34. Analyse en composantes principales des données paysageéres (surface en hectares)
entourant les colonies. Représentation des colonies (haut-gauche), des variables paysageres
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Figure 35. ldentification des espéces de prédateurs dont proviennent les 1985 guanos
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Figure 36. Représentation hiérarchique de la diversité taxonomique contenue dans les guanos
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La largeur attribuée a chaque taxon est proportionnelle au pourcentage d’occurrences
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Figure 37. Proportion de chaque ordre d’insecte parmi les ravageurs identifiés. ................ 247
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Figure 38. Nombre de proies par guano pour chaque colonie a chaque mois d’échantillonnage
(Juin, Juillet, Aout 2018). Chaque point représente Un SUANO0. .......ccceeeeeevreeeeecvieeeeeiireeeeans 249
Figure 39. Courbes d’accumulation représentant les proies détectés dans le régime
alimentaire de R. ferrumequinum par ré-échantillonnage aléatoire de guano dans le jeu de
données. A) Rang taxonomique de |'ordre, colonie d’Allonne, B) rang taxonomique de I'ordre,
colonie de Beaumont, C) rang taxonomique de la famille, colonie de Xaintray et D) rang
taxonomique du genre, colonie de Beaumont. La largeur du violon indique la densité de
probabilité que le sous-échantillon contienne le nombre de proies affiché en ordonnée. Le
point rouge correspond a la moyenne du nombre de taxons issus des tirages. .................. 252
Figure 40. Fréquence moyenne de reads en fonction de I'occurrence des proies pour les deux
rangs taxonomiques les plus éloignés : a 'ordre (haut) et a I'espece (bas). ..ccccceevuvveeeennnnee. 254
Figure 41. Variation de la diversité alpha a I'espéce pour g = 0 dans le jeu de données complet
(haut) et dans le jeu de données réduit (bas) en fonction de la colonie (ALL, ANN, BEA, LES,
SGE, XAl) et du mois d’échantillonnage (6 = Juin, 7 = Juillet, 8 = Ao(t). Les barres horizontales
indiquent les paires de colonie-date dont la diversité alpha est significativement différente
(Test de Kruskall-Wallis et test post-hoc de Dunn corrigé pour les tests multiples d’apres
Benjamini-Hochberg ; seuil de significativité corrigé d’aprés Bonferroni : 0.0029). Les points et

barres verticales associées correspondent a la moyenne et écart-type de chaque colonie -

Figure 42. Pourcentage d’occurrence des proies pour chacune des six colonies (ALL, ANN, BEA,
LES, SGE, XAl) a chaque pas temporel (6 = Juin, 7 = Juillet, 8 = Ao(t), A) au rang taxonomique
de I'ordre avec le jeu de données complet et B) au rang taxonomique de I'espéce avec le jeu
€ AONNEES FEAUIL. ...eeiiiiiiiiie ittt e st e e s ae e e sbt e e sabteesaneeesaneeas 259
Figure 43. Représentation de la dissimilarité de Bray-Curtis en deux dimensions (NMDS) au
range taxonomique de I'espéce : A) entre les six colonies avec le jeu de données complet (le
barycentre d’ALL est recouvert par celui de LES), B) entre mois d’échantillonnage avec le jeu
de données complet, C) entre colonies avec le jeu de données réduit aux especes les
occurrentes (fréquence > 5% ; le barycentre d’ALL est recouvert par celui de LES), D) entre

mois d’échantillonnage avec le jeu de données réduit aux especes les occurrentes (fréquence

Figure 44. Guide de choix du couple d’amorces pour des analyses de régime alimentaire de
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1. La biodiversité et 'Homme
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Figure 1. Nombre d’articles scientifiques annuels relatifs a la biodiversité entre 1987 et 2018

(recherche sur Web Of Science avec le mot clés « biodiversity » le 27/06/19).

L’étude de la biodiversité est en plein essor depuis les années 2000 (Figure 1), mais c’est en
1992 lors du sommet de la Terre a Rio de Janeiro que le concept de biodiversité a été
popularisé. La biodiversité y a été définie comme la « variabilité des organismes vivants de
toute origine y compris, entre autres, les écosystemes terrestres, marins et autres
écosystémes aquatiques et les complexes écologiques dont ils font partie ; cela comprend la
diversité au sein des espéces et entre espéces ainsi que celle des écosystemes » (article 2 de
la Convention sur la diversité biologique, 1992). Elle est composée de trois niveaux principaux
: la diversité intra spécifique (génétique), inter spécifique (espéces) et écosystémique. Il
n’existe pas de mesure englobant ces trois niveaux et la biodiversité est le plus généralement
décrite par la richesse spécifique, c’est-a-dire le nombre d’espéces dans un milieu donné
(Dirzo et Raven 2003). Notre connaissance de la biodiversité reste cependant incompléte avec

seulement 1,2 millions d’especes identifiées, alors que les estimations suggerent que la Terre
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abrite entre 7 et 10 millions d’espéces eucaryotes (i.e. Animaux, plantes, champignons, ...)
(Mora et al. 2011). Or, la biodiversité est aujourd’hui fortement menacée (Butchart et al.
2010). D’apreés la derniére édition de la Liste rouge mondiale (version 2019.1), 27 159 espeéces
sur les 98 512 étudiées sont menacées d’extinction, dont 40% des amphibiens, 14% des
oiseaux, 25% des mammiféres et 21% des arthropodes. L'extinction des especes est un
phénoméne naturel et grace aux fossiles il a pu étre décrit cing extinctions massives (jusqu’a
-90% des espéces) entre -444 et -65 millions d’années (Raup et Sepkoski 1982). Or depuis 200
ans nous assistons a une explosion démographique de I'espéce humaine qui a engendré une
accélération de I'extinction des espéeces a un tel point que la biodiversité fait face a sa sixieme
grande crise d’extinction (Caro et al. 2012; Avise, Hubbell, et Ayala 2008; Ceballos et al. 2015;
Johnson et al. 2017). La révolution industrielle au XIX™e siécle est en effet souvent considérée
comme une période clé de cette crise car elle constitue un changement drastique des moyens
de produire et de consommer et est caractérisée par une augmentation brutale de la pression
anthropique sur les écosystémes naturels (Sanderson et al. 2002). La population mondiale a
connu une croissance sans précédent, passant d’un milliard a plus de sept milliards d’individus
en 200 ans (United Nations, Department of Economic and Social Affairs, Population Division
2019). L'augmentation de la population humaine a engendré un besoin croissant de
ressources et donc une modification profonde de son environnement (Foley et al. 2005;
Steffen et al. 2006). Parmi les pressions anthropiques principales comme la surexploitation
des ressources, la pollution et I'introduction d’especes invasives, la transformation du paysage
(ex : agriculture, urbanisation, déforestation) est considérée comme la premiéere cause de la
perte de la biodiversité (Lande 1998; Pereira, Navarro, et Martins 2012; Millenium Ecosystem
Assessment 2005). La transformation du paysage a pour conséquence la dégradation et la

destruction de I’habitat ce qui entraine une modification de la distribution, de la composition,
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et de I'abondance des espéces. Ce phénomeéne est d’'une ampleur mondiale puisque d’apres
le rapport de la Plateforme intergouvernementale sur la biodiversité et les services
écosystémiques (‘IPBES’ en anglais), 75% de la surface de la planéte a été modifiée par les
activités humaines en 2019. Par exemple, entre 2000 et 2010, dans les régions tropicales il y
a eu une perte nette de superficie forestiere de sept millions d’hectares par an et un gain net
de superficie des terres agricoles de six millions d’hectares par an (FAO 2016). La perte
d’habitat liée au développement de I'agriculture concerne environ 80% des espéces menacées
d’oiseaux et de mammiferes terrestres (Tilman et al. 2017). La transformation du paysage a
non seulement un effet local (ex : diminution de la richesse spécifique terrestre ; Newbold et
al. 2015), mais également global puisque les nouvelles pratiques agricoles et industrielles ont
contribué a la modification des cycles biogéochimiques - du carbone et de l'azote
principalement - entrainant une hausse des gaz a effet de serre en partie a I'origine du
réchauffement climatique (Canadell et al. 2007; Galloway et al. 1995; Lashof et Ahuja 1990).
Ces pertes de biodiversité a différentes échelles pourraient mettre en péril le bon
fonctionnement des écosystémes actuels mais également affecter durablement les services
rendus a 'Homme. En effet, a cause de la dégradation et de la perte de biodiversité engendrée
par les activités humaines, 60% des services écosystémiques (bénéfices que I'étre humain
peut obtenir de la nature sans avoir a agir) sont menacés (Millenium Ecosystem Assessment
2005).

Face a la perte de la biodiversité, un champ de recherche multidisciplinaire s’est

développé dans les années 1980 : |a biologie de la conservation (Figure 2) (Soulé 1985).
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Figure 2. La biologie de la conservation : un champ de recherche multidisciplinaire.

La biologie de la conservation vise a identifier les populations vulnérables, déterminer les
causes de cette vulnérabilité et proposer des moyens pour y remédier. La biologie de la
conservation a d’abord été guidée par une philosophie spirituelle, puis une philosophie
utilitaire basée sur la gestion des ressources et leur utilisation optimale, et a partir des années
2000 elle s’est orientée vers I"écologie évolutive (Callicott 1990; Kinnison et Hairston 2007;
Lankau et al. 2011; Stockwell, Hendry, et Kinnison 2003). Dans cette perspective, |'objectif est
d’identifier les menaces (ex: anthropiques, changement climatique) qui pésent sur les
populations et comprendre les adaptations et réponses des populations a ces pressions de

sélection pour proposer des solutions de gestion adaptées.

24



2. Tendances démographiques des populations et facteurs
intrinseques

2.1. Une combinaison de processus démographiques et génétiques
Ces menaces peuvent causer |’extinction directe des espéces par une diminution du nombre
des populations et leurs effectifs. Un parameétre fondamental pour les biologistes de Ia
conservation et les gestionnaires est donc la tendance démographique des populations
(Beissinger et Westphal 1998). En effet, savoir si une population croit ou diminue dans le
temps est important pour mettre en place des mesures de gestion adaptées: une
augmentation des populations d’une espéce introduite est un signe d’invasion tandis qu’une
diminution des populations d’'une espéce endémique annonce une espéece potentiellement
menacée. La variation de la taille des populations (augmentation, régression, stabilité) dans le
tempsest appelée «dynamique  des populations ». Plusieurs  paramétres
démographiques (survie, fécondité, émigration et immigration) influencent cette dynamique
: les taux d’immigration et de natalité augmentent la taille de la population et les taux
d’émigration et de mortalité la diminuent. Ces parametres sont influencés par différents
facteurs abiotiques (ex : température ; Marini et al. 2017; Townsend et al. 2016) et biotiques
(ex : compétition interspécifique, Marini et al. 2017), dont la taille de la population elle-méme
(phénomene de densité dépendance). Classiqguement, les tendances démographiques sont
déterminées par un suivi temporel et spatial des individus capturés puis marqués (Lettink et
Armstrong 2003), ce qui donne des informations démographiques précises telles que I'age de
premiere reproduction, le succés reproducteur, la mortalité et la dispersion (Mace et Waller
1998; Cuthbert et al. 2003). Ces informations sont précieuses pour comprendre la dynamique

d’une population. Des analyses démographiques ont par exemple montré un diminution de
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62% des effectifs de la population d’Eléphant de forét d’Afrique (Loxodonta cyclotis) en moins
de dix ans (Maisels et al. 2013) a cause du commerce de l'ivoire. Ces éléphants ont un faible
taux de croissance d{ a un taux de mortalité élevé, or les éléphants sont des animaux longévifs
a faible taux de reproduction (un jeune tous les trois ans) et a maturité sexuelle trés tardive
(20 ans pour les femelles), ce qui ne permet pas aux populations de se rétablir (Turkalo,
Wrege, et Wittemyer 2017). Ces études montrent que méme si le braconnage était totalement
éradiqué, il faudrait un peu moins d’un siecle pour que les éléphants de forét retrouvent leur
niveau de population de 2002. Ces nouveaux éléments ont ainsi permis un durcissement des
restrictions sur le commerce de l'ivoire lors de la Convention sur le commerce international

des especes de faune et de flore sauvages menacées (CITES) en 2016.

Cependant, pour comprendre les menaces pesant sur une population il faut aussi prendre en
compte les processus évolutifs car ceux-ci sont étroitement liés aux processus
démographiques (Pelletier, Garant, et Hendry 2009; Olivieri et al. 2016). Un paramétre clé
pour la persistance d’une population est sa taille, car plus la taille d’'une population diminue,
plus la population est vulnérable aux menaces stochastiques (environnementales et
démographiques) et donc plus le risque d’extinction augmente (Figure 3; Frankham 1996;
Gilpin et Soulé 1986). Cela signifie qu’il n’est pas suffisant de se baser sur la dynamique de la
taille d’'une population pour déterminer sa viabilité, il faut également étudier sa diversité
génétique et les phénomenes associés (ex : dérive, appariements) (Garner, Rachlow, et Hicks
2005; Santamaria et Méndez 2012; Brodersen et Seehausen 2014). Une perte de diversité
génétique engendre une baisse, voire une disparition, du potentiel adaptatif nécessaire pour
faire face aux changements globaux (Frankham 2005; Gonzalez Andrew et al. 2013). Elle
implique aussi un risque plus élevé pour les nouveau-nés de recevoir des alleles récessifs

déléteres et ce risque est d’autant plus élevé lorsque la taille de la population est tellement
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réduite que les individus ne peuvent se reproduire qu’entre apparentés (consanguinité). Cela
peut engendrer une baisse de fécondité ou/et une augmentation de la mortalité des juvéniles

(Keller et Waller 2002) qui entretient la spirale d’extinction (Figure 3).

Stochasticité environnementale

Fragmentation, changement

climatique, pathogenes, Isolement
pollution, catastrophes Mortalité

naturelles
Stochasticité démographique ; !

Survie, fécondité

Taille de
population réduite

Dérive

Diminution de la taille Consanguinité

de la population

Conséquences
démographiques

Conséquences génétiques

Alléles défectueux
Perte de potentiel évolutif

Augmentation de la
mortalité

Baisse de |a fécondité @

Diminution de la valeur
sélective

Figure 3. Spirale d’extinction d’apres Gilpin et Soulé 1986. La stochasticité environnementale
correspond a des fluctuations aléatoires du milieu (biotiques et/ou abiotiques) qui causent des
variations des taux de mortalité et/ou natalité : par exemple I'arrivée d’un pathogéne virulent
dans la population ou un événement climatique extréme (ex : hiver sévere, sécheresse). La
stochasticité démographique représente la variation individuelle aléatoire du taux de survie et
de reproduction. La valeur sélective est un concept central en biologie évolutive : elle décrit la

capacité d’un individu a survivre et se reproduire dans un environnement donné a un temps t.
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2.2. Applications en biologie de la conservation
Augmenter la diversité génétique d’une population vulnérable peut permettre d’éviter ces
conséquences néfastes. Deux mécanismes permettent une augmentation de la diversité
génétique : la mutation et les flux de génes. Les flux de genes, lorsqu’ils sont générés par la
dispersion efficace des individus (déplacement uni-directionnel d’un point A a un point B ol
I'individu va s’installer et se reproduire), permettent la compensation démographique et
génétique des déclins dans certaines populations (Garant, Forde, et Hendry 2007). L'intérét
de I’étude des patrons génétiques en biologie de la conservation est donc de fournir un état
des lieux simultané de la diversité génétique des populations et des flux de génes qui circulent
entre elles. Ces informations sont d’autant plus intéressantes pour les biologistes de la
conservation que ces derniers ne peuvent pas contréler le phénomeéne de mutation pour
maintenir la diversité génétique des populations vulnérables, mais ils peuvent par contre se
focaliser sur la dispersion et les flux de génes des individus.

Premiérement, il est possible de maintenir et/ou d’améliorer la connectivité des
populations pour favoriser les flux de genes (Lankau et al. 2011; Bennett 1999), par exemple
par 'aménagement ou |'entretien de corridors. Les corridors sont des éléments du paysage
qui permettent aux individus de se déplacer en reliant les habitats au sein d’un environnement
défavorable (Gilbert-Norton et al. 2010). Plusieurs études ont montré que les corridors sont
efficaces pour augmenter les flux de génes entre des populations, réduisant ainsi la
différenciation génétique entre habitats et augmentant la diversité génétique au sein des
habitats (Christie et Knowles 2015; Mech et Hallett 2001). L’utilisation des corridors pour
réduire les impacts liés a la fragmentation des habitats (Sordello et al. 2013; Sordello 2017) a
donc été implémentée dans les politiques de conservation de plusieurs pays en Europe. En
France par exemple, il a été initié en 2007 la politique publique « Trame Verte et Bleue »
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(Encadré 1), et plus récemment d’autres trames émergent telles que la « Trame Noire » pour

faire face a la pollution lumineuse.

1) Réservoirs de biodiversité
(=taches, noyaux, coeurs de nature, ...)
Espaces ot fa biodiversité est la plus riche et la mieux
représentée, ou les espéces peuvent vivre et/ou a partir
desquels elles dispersent.

Continuités écologiques

1) Réservoirs de biodiversité
-
2) Corridors écologiques

Espace plus ou moins hostile a la vie et aux
déplacements de la biodiversité

Voies de déplacements entre réservoirs (déplacements
quotidiens, dispersion, migration)

Encadré 1. Qu’est-ce que la Trame Verte et Bleue ? Cette politique publique initiée en 2007 vise a
réduire la fragmentation des habitats semi-naturels et naturels (subdivision des habitats en flots isolés)
et a mieux prendre en compte la biodiversité dans I'aménagement du territoire. Le but est de préserver
et restaurer un réseau de continuités écologiques constitué de réservoirs de biodiversité et corridors
écologiques qui permettent de circuler entre les réservoirs. Elle est mise en ceuvre a trois échelles :
nationale (document cadre fixant les objectifs et lignes directrices), régionale (Schémas régionaux de
cohérence écologique identifiant les continuités écologiques et prévoyant les mesures) et locale (projet

et documents d’urbanisme des communes intégrent ces enjeux).
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Deuxiemement, il est possible de créer artificiellement des flux de genes par apport
d’individus dans des populations isolées (translocation). Par exemple, le transfert de
pantheres de Floride (Puma concolor) dans une population proche de I'extinction a engendré
une augmentation de la valeur sélective des descendants et une augmentation du taux de
croissance de la population (Benson et al. 2011; Johnson et al. 2010). On parle alors de
sauvetage génétique (genetic rescue; Whiteley et al. 2015; Ralls et al. 2017). Le sauvetage
génétique ne peut cependant étre efficace que si les conditions environnementales ne sont
pas limitantes et ne se détériorent pas davantage (Adams et al. 2011). A nouveau, exigences
écologiques et génétiques apparaissent donc comme des facteurs intrinséquement liés et
primordiaux pour la pérennité des populations.

Cependant, les flux de genes renforcés par ces programmes de gestion peuvent aussi
avoir des conséquences négatives sur les populations (Lankau et al. 2011). Le transfert
d’individus dans une population peut importer de nouveaux pathogéenes ce qui va augmenter
la mortalité ou/et la vulnérabilité a la prédation et a d’autres maladies, et diminuer le taux de
reproduction (Cunningham 1996). Le transfert peut également engendrer I'apparition de
dépression d’hybrides (outbreeding depression), c’est-a-dire une réduction de la valeur
sélective des descendants issus du mélange des deux populations (Frankham et al. 2011). De
plus, la réussite des sauvetages démographique et génétique dépendent fortement du milieu
et de I'intensité des flux d’immigrants/génes (Garant, Forde, et Hendry 2007; Whiteley et al.
2015). Une trop grande proportion d'immigrants par génération dans un habitat va entrainer
le dépassement de la « capacité d’accueil » du milieu pour cette espece (ressources
insuffisantes) ou une perte d’adaptation locale (Figure 4). Pour éviter ces effets négatifs des
recommandations de gestion génétique des populations fragmentées existent (Ralls et al.

2017; Frankham et al. 2017). Par exemple, Edmands (2007) recommande que la transfert
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d’individus soit préconisé aprées avoir testé pendant au moins deux générations les effets des

croisements entre les individus des deux populations.

Divergence adaptative

Proportion d’'immigrants par génération (m)

Figure 4. Schéma illustratif de I'influence de la proportion d’immigrants par génération (m) sur la

divergence adaptative des populations. La ligne en pointillé représente une population dans un habitat

hétérogene. La ligne continue représente une population dans un habitat homogéne. La « capacité K »

représente la capacité d’accueil du milieu, c’est-a-dire I’'ensemble des ressources environnementales

disponible (ex : ressource alimentaires, nichoir, abris ...). Cette représentation n’est pas quantitative :

les formes réelles des courbes sont inconnues, ainsi que leurs hauteur et position relatives le long de

I'axe des x. D’aprés Garant, Forde, et Hendry (2007).

3. L'importance des conditions environnementales dans Ia

viabilité des populations

La préservation de I'environnement est primordiale en biologie de la conservation, non

seulement pour préserver

les flux de genes, mais également car les conditions

environnementales affectent la valeur sélective (i.e. survie, reproduction) des individus.
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L’ensemble des conditions environnementales affectant la valeur sélective des individus est
appelé « niche écologique » (Kearney 2006). Cela signifie que pour comprendre et lutter
contre le déclin d’'une espéece (ou I'expansion d’une espéce invasive) il faut décrire finement
sa niche, c’est-a-dire ses besoins abiotiques (ex : température, habitat) et biotiques (relation
proie-prédateur, parasite-h6te, compétition). Par exemple, les causes du déclin majeur en
Europe (disparition dans plus de 20 pays en 50 ans) de I'Outarde canepetiére (Tetrax tetrax)
sont la destruction de son habitat de reproduction et de ses ressources alimentaires : la
destruction de 50% des nids lors des fauches de prairies et le manque de nourriture pour les
poussins ayant éclos, notamment les criquets (Bretagnolle et al. 2011). Sur la base de ce
constat, des Mesures Agro-Environnementales (ici une compensation pour planter de la
luzerne au lieu des céréales et ne pas la récolter pendant la période de nidification = entre 300
et 450 euros/mois) ont été mise en place pour préserver les parties sensibles de la niche
écologiques de cette espéce dans I'Ouest de la France (habitat de reproduction et proies) ce
qui a permis une multiplication par sept des effectifs en moins de dix ans (Bretagnolle et al.

2011).

3.1. Les ressources alimentaires : un enjeu majeur en conservation
Parmi les besoins vitaux de la niche d’une espeéce, les ressources alimentaires constituent un
facteur majeur de la croissance, de la reproduction et de la survie des individus (Perrig et al.
2017; Yuan et al. 2018; Brodmann et al. 1997; Andersen, Faergvig, et Hessen 2007; Arnott,
Brand, et Kos 1986). Dans le cas de I'Outarde canepetiére dans I'Ouest de la France évoqué ci-
dessus, il existe notamment une corrélation forte entre la densité de criquet et le succes

reproducteur (nombre de poussins agés de plus de 45 jours) (Bretagnolle et al. 2011). Une
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diminution en ressources alimentaires a de sérieuses conséquences sur l'individu et la
population (Johnsen et al. 2017). Par exemple, il a été montré qu’une réduction des ressources
alimentaires pendant I'hiver engendre une baisse de la condition corporelle de la Paruline
flamboyante (Setophaga ruticilla), ce qui retarde sa migration printaniere (Cooper, Sherry, et
Marra 2015). Or chaque jour de retard sur le lieu de la reproduction diminue le succes
reproducteur des individus, impactant ainsi négativement la tendance démographique de la
population. L'apport artificiel de nourriture a des stades clés du cycle de vie des individus
constitue d’ailleurs une stratégie de conservation particulierement explorée pour la
conservation des oiseaux (Bretagnolle et al. 2004; Clout, Elliott, et Robertson 2002; Gonzalez
et al. 2006). La qualité de la nourriture peut également fortement impacter la valeur sélective
des individus (Huis et al. 2008; Vanni et Lampert 1992). Une ressource alimentaire de moins
bonne qualité peut étre a 'origine d’une croissance réduite des juvéniles (Stephens, Berven,
et Tiegs 2013) ou d’une réponse immunitaire moins efficace face a un parasite ou une maladie
(Pap et al. 2009; Vass et Nappi 1998). Dans le cas de I'herbivorie il a notamment été montré
gue des plantes riches en tanins (métabolites secondaires utilisés par les plantes comme
défense chimique contre les microbes pathogenes et herbivores) ont un effet anti-nématodes

intestinaux chez I’herbivore (revue par Hoste et al 2006).

Déterminer les ressources alimentaires dont une espéce a besoin constitue donc une
composante de la niche écologique importante en biologie de la conservation. Le régime
alimentaire d’une espéce peut varier dans son aire de répartition (Zalewski 2005). Par
exemple, le blaireau Européen (Meles meles) montre un gradient latitudinal de son régime
alimentaire (Goszczynski, Jedrzejewska, et Jedrzejewski 2000). Aux latitudes Nord il exploite
principalement des vers de terre, en Europe tempérée il montre un régime alimentaire varié

et en région Méditerranéenne un régime alimentaire composé principalement de fruits et de
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céréales. En termes de conservation cela signifie qu’il n’est pas recommandé d’extrapoler le
régime alimentaire d’'une espéece a partir d’un échantillonnage limité dans I'espace. De plus,
la disponibilité des ressources est fortement influencée par les paramétres environnementaux
telles que les saisons et le climat (Mulwa et al. 2013; Tsuiji, Ito, et Kaneko 2019; Atkins et al.
2018). Un changement climatique, méme mineur, peut créer une asynchronie entre le
prédateur et sa ressource ce qui peut réduire le succés reproducteur des prédateurs
concernés (Figure 5) (Durant et al. 2007). Une forte fluctuation du climat pourrait menacer
davantage certaines espéces en réduisant la disponibilité et la stabilité de sources de
nourriture a des stades critiques de leur cycle vital, lorsque les options alimentaires sont déja
limitées. Les résultats d’'une étude sur le chat marsupial moucheté (Dasyurus viverrinus) —
disparu sur le continent Australien et en déclin en Tasmanie — suggérent que les fluctuations
de I'abondance de cette espéce sont liées aux fluctuations de I'abondance des larves de la
corbie de Tasmanie (Oncopera intricata; l|épidoptére) induites par les conditions
météorologiques (Fancourt, Hawkins, et Nicol 2019). Une détérioration continue de ces
conditions météorologiques pourraient donc menacer cette espéce dont I'aire de distribution
est déja réduite. Afin de mieux décrire la gamme des ressources alimentaires utilisées par une
population il est donc recommandé ne pas se focaliser sur la description du régime alimentaire
a partir d’'un échantillonnage unique dans le temps et dans I'espace (Andriollo et al. 2019;

Alberdi, Aizpurua, et al. 2019; Nielsen et al. 2018).
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Figure 5. Hypothése du match/mismatch. (a) Un match (concordance) élevé correspond a un
chevauchement temporel important du prédateur et de la proie. (b) Effet du changement climatique
sur la synchronisation des pics de prédateur et de proie. Le match correspond a la synchronie entre le
pic d’abondance de chenilles (proie de la mésange) et la période d’élevage des jeunes. Le mismatch
correspond a un décalage entre ces deux évenements, entrainant une baisse des ressources
alimentaires pendant une période trés énergivore pour ces oiseaux. Figure extraite de Durant et al.

(2007).

Certaines caractéristiques liées au régime alimentaire des espéces favorisent le risque
d’extinction. Par exemple plus le niveau trophique est élevé, plus le risque d’extinction est
élevé car cela expose les especes aux effets cumulatifs des perturbations le long de la chaine
alimentaire (Purvis et al. 2000; Careddu et al. 2015; Mann 2011). La diminution des ressources
est particulierement problématique pour les espéces insectivores car ces derniéres décennies
la biodiversité et la biomasse des arthropodes ont été fortement diminuées par |'utilisation
massive de pesticides (Hallmann et al. 2017; Mesléard et al. 2005; Wickramasinghe et al. 2004;
Strong et al. 1996). Une méta-analyse réalisée sur les populations aviaires européennes a

montré que, comme les insectes, les oiseaux insectivores Européens ont continuellement
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décliné depuis environ 25 ans - contrairement aux especes d’oiseaux omnivores (Bowler et al.
2019). D’autre part, une niche trophique (gamme des proies possibles) étroite et spécialisée
peut augmenter également la vulnérabilité en cas de déclin des populations de proies
(Pratchett, Wilson, et Baird 2006; Brooker et al. 2014). En réaction a la disparition de leur
proies principales (Diporeia), les populations de Chabot visqueux (Cottus cognatus) et de
Grand corégone (Coregonus clupeaformis), se sont effondrées dans l'est du lac Ontario
(Owens et Dittman 2003). Actuellement, les ressources alimentaires alternatives ne semblent
pas suffisantes pour maintenir ces deux prédateurs a leurs niveaux d'abondance antérieurs.
Le rétablissement de ces deux espéces semble compromis tant que les niveaux d'abondance
antérieurs de leur proies principales ne se rétablisse pas (Owens et Dittman 2003). Les
résultats concernant I'effet de la spécialisation du régime alimentaire sur le risque d’extinction
sont toutefois trés contrastés (Williams 2005; Safi et Kerth 2004; Boyles et Storm 2007) et le
risque de déclin serait multifactoriel selon les espéces (ex : niche climatique, spécialisation de

I’habitat) (Williams, Araujo, et Rasmont 2007; Harcourt, Coppeto, et Parks 2002).

Les ressources alimentaires constituent donc une composante complexe, dans le
temps et dans I'espace, importante a prendre en compte en conservation (Nielsen et al. 2018).
C’est par exemple un des prérequis essentiel aux actions de restoration de I'habitat et de
renforcement des populations dans un nouvel environnement car les individus doivent
pouvoir y trouver les ressources nécessaires (Clare 2014). Si les ressources sont présentes, il
également important de déterminer si les individus réintroduits y auront accés. En effet, les
individus introduits peuvent étre en compétition pour les ressources alimentaires avec des
especes locales ou invasives menacant ainsi le succés de la réintroduction. Brown et al. (2014)
ont par exemple montré qu’une espéce de |ézard (Leiolopisma telfairii) - introduite sur deux

fles pour diminuer sa vulnérabilité face aux évenements stochastiques - a subi une forte
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compétition pour les ressources alimentaires face a une espéce de musaraigne (Suncus
murinus) introduite et invasive sur ces fles. L'introduction de cette espéce de Iézard sur une
ile ol elle n’a pas de forte compétition pour les ressources alimentaires aurait permis un
meilleur succés d’établissement des populations. Dans une autre mesure, la connaissance du
régime alimentaire peut également permettre la détermination indirecte de la qualité de
certaines composantes de I'habitat d’'une espéce. La détection d’arthropodes décrits comme
espéces indicatrices - c’est a dire assez sensibles aux conditions du milieu pour étre utilisées
comme évaluatrices de la qualité du milieu - dans les feces de la Petite chauve-souris brune
(Myotis lucifugus) a notamment permis de qualifier ses aires de chasse faibles en pollution

organique et acidification (Clare et al. 2011; Clare et al. 2014).

4. L'apport de la biologie moléculaire a la biologie de Ia

conservation

Le développement des approches de biologie moléculaire ont permis de nombreuses
avancées en biologie de la conservation, notamment par I'intégration des enjeux évolutifs (ex :
potentiel évolutif) (Caizergues 2005; Brodersen et Seehausen 2014). Un des prérequis
essentiels a une gestion efficace repose sur une connaissance approfondie de la biologie et
des exigences écologiques des especes. La biologie moléculaire permet d’obtenir des
informations génétiques qui permettent de faire des inférences démographiques et de
réaliser des inventaires de biodiversité a partir de prélevements ponctuels, potentiellement
non invasifs (eau, sol, poils ou féces). Ainsi, les méthodes d'inférences démographiques
réalisées a partir de données de variation génétique permettent d’estimer la taille efficace des

populations (nombre d’individus qui participent a la création de la génération suivante)
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(Dussex et Robertson 2018), de rechercher des signaux d’expansion ou de contraction
démographiques (Zenboudji et al. 2016). In fine, elles offrent des outils pour délimiter des
populations et déterminer des unités de conservation (Hurt et al. 2017; Allendorf 2017),
mettre en ceuvre des renforcements de population par introduction d’individus (ex: Johnson
et al. 2010) et modéliser les réponses des populations face aux changements
environnementaux (Razgour et al. 2019). De plus les approches de metabarcoding (détection
d’espéces a partir de mélanges d’ADN contenu dans un échantillon) permettent actuellement
de reconstruire de facon détaillée les réseaux trophiques dans différents écosystémes
terrestres et marins (Sousa, Silva, et Xavier 2019). En Islande le phoque commun (Phoca
vitulina), en déclin, est la cible d’abattages visant a réduire la pression de prédation sur les
salmonidés (Hauksson 2010). Or, une étude moléculaire basée sur les feces de cette espéce
de phoque a montré I'absence de salmonidés dans le régime alimentaire de ces populations
islandaises permettant ainsi de remettre en cause ces abattages intensifs (Granquist et al.
2018). La biologie moléculaire permet également la détection des especes invasives sans
nécessiter I'observation de I'individu (notamment grace a des échantillons environnementaux
tels que I'eau; Dejean et al. 2012) et de mieux comprendre les phénoménes d’invasions
biologiques (Estoup et al. 2016). Enfin, la combinaison d’échantillons environnementaux (eau,
sol, poils, feces; Bohmann et al. 2014) et d’analyses moléculaires est particulierement
intéressante en biologie de la conservation car cela permet de minimiser le dérangement
occasionné aux individus de populations menacées et de récolter des informations sur des
espéces peu accessibles (Lugg et al. 2018; Deiner et al. 2017; Lefort et al. 2019; Eiler et al.

2018).

38



Aujourd’hui, I'application en biologie de la conservation des données issues de la biologie
moléculaire, et notamment de génétique, reste cependant sous-exploitée (Bowman et al.
2016; Arlettaz et al. 2010). D’aprés Pierson et al. (2016) sur 318 plans de conservation
d’especes menacées des Etats-Unis (100), d’Australie (108) et d’Europe (110, France, Pays-
Bas, Royaume-Unis, Allemagne et Luxembourg) globalement moins de 50% considéraient les
facteurs génétiques comme risques dans les populations. Seulement 12% de ces plans en
Europe incluait des études de variation génétique ou estimation de taille efficace. Cette étude
a également mis en évidence une disparité de 'inclusion des données génétiques selon l'aire

géographique (Etats-Unis > Australie > Europe ; Figure 6).
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Figure 6. Pourcentages des plans de conservation - aux Etats-Unis (USA), en Australie et en Europe -
qui incluent des données génétiques (I = included), qui incluent la collecte de données génétiques (T =
Task assigned), les deux (IT =1+ T) ou qui n’inclue aucune des données génétiques analysées (N = none
specified). Figure extraite de Pierson et al. 2016. Les données génétiques analysées sont de gauche a
droite : la variation génétique au sein des populations (diversité génétique), la structure génétique
(différenciation génétique entre les populations), les flux de genes entre les populations et la taille

efficace des populations.
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Plusieurs éléments freinent I'inclusion des concepts évolutifs dans les actions de conservation.
D’une part, les facteurs génétiques sont percus comme des menaces a long terme et ne sont
donc pas considérés comme des priorités (Cook et Sgro 2019). En Nouvelle-Zélande, le
manque d’application provient également du ressentiment d’'un manque d’expertise de la
part des gestionnaires, d’'un manque de financements pour mettre en ceuvre les solutions
adaptées (ex: translocation) et d’un accés limité a la littérature scientifique par les
gestionnaires (Taylor, Dussex, et van Heezik 2017). Il est donc primordial que les chercheurs
rendent plus visibles et plus accessibles leurs travaux de recherche. Afin d’assurer I'utilisation
des données moléculaires acquises dans les plans de gestion, le futur de la biologie de la
conservation repose donc sur I'établissement et la pérennisation de collaborations étroites
entre partenaires académiques et non-académiques (Britt et al. 2018). L'implication des
scientifiques a I'origine des recommandations de conservation auprés des acteurs locaux peut
également réduire le délai entre I'’émission des recommandations et les actions de
conservation (Arlettaz et al. 2010). La biologie de la conservation est une science
multidisciplinaire : les dimensions sociales (ex: implication des propriétaires des zones
concernées, actions de sensibilisations et de transfert des connaissances), politiques et
économiques ne doivent donc pas étre négligées pour assurer le succés d’un programme de

conservation (Arlettaz et al. 2010).

5. Les chiroptéeres : un taxon menacé peu connu

5.1. Un taxon particulierement sensible
Les chiropteres représentent le deuxieme ordre de mammiferes le plus diversifié avec presque

1400 especes répertoriées de par le monde — soit un quart de la diversité en especes de
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mammiféeres (Fenton et Simmons 2015; Russo et Jones 2015). Apparues il y a environ 60
millions d’années, ce sont les seuls mammiféres capables de vol actif et certaines espéces sont
dotées d’écholocation sophistiquée pour se diriger et chasser leurs proies dans |'obscurité
(Gunnell et Simmons 2012). La plupart des especes de chauve-souris sont exceptionnellement
longévives pour leurs tailles et masses ( > 20 ans ; Figure 7, Wilkinson et South 2002) et le

record de 41 ans est détenu par le Murin de Brandt (Myotis brandtii) (Podlutsky et al. 2005).
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Figure 7. Quotient de longévité (LQ= longévité observée/longévité attendue) en fonction de la masse
de 779 especes de mammiferes. La ligne en pointillé indique un LQ = 1 c’est-a-dire une longévité
observée et attendue égale. Les especes de chauves-souris sont indiquées en bleu, les autres espéces

de mammiferes en orange. Cette figure est extraite de Foley et al. 2019.

Présentes sur tous les continents excepté I’Antarctique, elles couvrent un panel
extraordinaire d’habitats et de morphologies (Figure 8). Ne construisant pas leur propre abri,

elles s’établissent dans des crevasses d’arbres, fissures dans les falaises, au plafond de cavités
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et/ou dans des batis (ex : combles) (Dietz et Kiefer 2016). Elles montrent également une
diversité de stratégies hivernales quand les ressources alimentaires se font rares dans les
milieux froids et tempérés : certaines migrent, d’autres hibernent et certaines espeéces
montrent les deux comportements comme la chauve-souris cendrée Lasiurus cinereus (Weller
etal. 2016). Leurs régimes alimentaires, tout comme leurs stratégies de chasse (aff(t, glanage,
poursuite en vol), sont trés variés car bien qu’'une majorité des especes de chauve-souris
soient insectivores, les autres sont nectaires, frugivores, piscivores ou hématophages. Par le
biais de leur régime alimentaire, les chauves-souris participent donc grandement au maintien
de nombreux écosystémes car elles assurent des services indispensables comme la
pollinisation, la dispersion des graines et la régulation des populations d’arthropodes,
notamment nuisibles pour I'agriculture et la santé humaine/vétérinaire (Kunz et al. 2011;

Maas et al. 2019; Fleming et Holland 2018; Yazid et al. 2019).
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B : P
1: Brazilian Free-tailed Bat (Tadarida brasiliensis), 2: Greater Bulldog Bat (Noctilio leporinus), 3: Hairy-legged Vampire Bat (Diphylla ecaudata), 4: Spotted Bat (Euderma maculatum),
5: Dwarf Dog-faced Bat (Molossops temminckii), 6: Wrinkle-faced Bat (Centurio senex), 7: Eastern Red Bat (Lasiurus borealis), 8: Madagascar Sucker-footed Bat (Myzopoda aurita),
9: Cave Nectar Bat (Eonycteris spelaea), 10: Cuban Flower Bat (Phyllonycteris poeyi), 11: Tent-making Bat (Uroderma bilobatum), 12: Greater Naked Bat (Cheiromeles torquatus),
13: Franquet's Epauletted Fruit Bat (Epomops franqueti), 14: Lesser Woolly Bat (Kerivoula lanosa), 15: Hairy Big-eared Bat (Micronycteris hirsuta), 16: Short-eared Trident Bat (Cloeotis percivali),
17: Pallid Bat (Antrozous pallidus), 18: Least Roundleaf Bat (Hipposideros doriae), 19: Spectral Bat (Vampyrum spectrum), 20: Ghost-faced Bat (Mormoops megalophylla),
21: Chestnut Long-tongued Bat (Lionycteris spurrelli), 22: Greater Short-nosed Fruit Bat (Cynopterus sphinx), 23: Ruppell’s Pipistrelle (Pipistrellus rueppellii),
24: Townsend's Big-Eared Bat (Corynorhinus townsendii), 25: Tomes’s Sword-nosed Bat (Lonchorhina aurita), 26: Honduran White Bat (Ectophylla alba), 27: Western Mastiff Bat (Eumops perotis),
28: California Leaf-nosed Bat (Macrotus californicus), 29: Trefoil Horseshoe Bat (Rhinolophus trifoliatus), 30: Gray-headed Flying Fox (Pteropus poliocephalus). @@@
All photos © Merlin Tuttle (https://merlintuttlie.smugmug.com/). Arranged by Bryan Bongey.

Figure 8. lllustration de la diversité morphologique de trente espéces de chauves-souris dans le monde. © Merlin Tuttle's Bat Conservation.




De par leur proximité avec 'Homme (gites, zones de chasse), les chauves-souris sont
trés sensibles aux activités humaines (Frick, Kingston, et Flanders 2019; Voigt et Kingston
2016): changement d’utilisation du paysage (agriculture, déforestation, urbanisation), chasse,
dérangement des gites, pollution, introduction d’espéeces invasives, prédation par les animaux
domestiques. En 2019, 15% des 1254 especes de chiroptéres recensées sur la liste rouge de
I'UICN sont menacées, c’est-a-dire Vulnérable (VU), En danger (EN) ou En danger critique (CR)
et 18,4% des 1254 especes étudiées n’ont pas assez de données pour étre évaluées mais
pourrait potentiellement étre menacées. Il est cependant important de souligner que I'impact
des pressions anthropiques varient d’'une espece a I'autre et qu’il est donc important que les
efforts de conservation soient adaptés en conséquence. Par exemple, I'urbanisation et ses
émissions lumineuses profitent aux espéces non-lucifuges qui vont exploiter les gites
disponibles et se nourrir des insectes attirés par la lumiére (Rowse et al. 2016; Ancillotto,
Tomassini, et Russo 2016), tandis que des espéces lucifuges vont étre affectées négativement.
Dans le cas du Murin a oreilles échancrées (Myotis emarginatus), la sortie de gite des colonies
estivales (batis) est retardée par les éclairages artificiels or, une période de chasse écourtée
pour les méres allaitantes restreint la prise de masse des juvéniles ce qui peut impacter leur

survie (Boldogh, Dobrosi, et Samu 2007).

En Europe les chauves-souris sont toutes insectivores et ont un cycle de vie composé de
plusieurs étapes associées aux saisons (Figure 9). En hiver, en I'absence de proies, la majorité
des chauve-souris hibernent dans des arbres creux ou en milieu souterrain. Leur reprise
d’activité vers mars-avril va s’"accompagner de la fécondation des femelles et d’un transit vers
les gites d’été (souvent des batis). Les femelles de la plupart des espéces forment alors de plus
ou moins grandes colonies (« colonies de maternité », quelques individus a plusieurs

centaines) pour mettre bas et élever les jeunes pendant I'été. Les males restent quant a eux
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majoritairement solitaires durant cette période. A I'automne les males et les femelles
entament un transit vers les gites d’hibernation : c’est la saison des accouplements. Le sperme
est alors stocké dans les voies génitales de la femelle jusqu’au printemps ou la fécondation

aura lieu.

HIBERNAT g,

Figure 9. Cycle de vie des chauve-souris. Cette figure est issue de la Déclinaison régionale du Plan

d’Actions en faveurs des Chiroptéres en Poitou-Charentes (Septembre 2013).

Ce cycle de vie particulier les rend d’autant plus sensibles aux perturbations anthropiques et
thermiques. Au-dela des mortalités directes dues a des épisodes de chaleur ou de froid trop
intenses (Welbergen et al. 2008; Bourne et Hamilton-Smith 2007), les températures jouent un
role trés important dans les différentes étapes du cycle de vie des chauves-souris, telles que
I’hibernation, la migration ou la reproduction (Sherwin, Montgomery, et Lundy 2013). Un
changement des températures peut entrainer par exemple un décalage du pic d’abondance

des proies, une précocité des naissances, une variation du taux de croissance des nouveaux
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nés et des fréquences de réveils durant I’hibernation ce qui peut impacter la valeur sélective
des individus (Ransome et McOwat 1994; Ransome 1971; Newson, Mendes, et Crick 2009;
Humphrey, Richter, et Cope 1977). Tout au long de leur cycle de vie les chauves-souris
requiérent une mosaique d’habitats qui les exposent directement aux activités humaines (ex :
colonies de maternité en batis en été, colonie d’hibernation en cavité souterraine) et les
rendent ainsi particulierement vulnérables. De plus, elles posseédent un faible taux de
reproduction (un jeune par an) et une maturité sexuelle tardive (deux a cing ans) (Barclay et
al. 2004; Munshi-South et Wilkinson 2010; Jones, Purvis, et Gittleman 2003). En conséquent
le renouvellement des populations est limité en cas d’épisodes de mortalité, et la survie de
celles-ci repose donc en majorité sur la survie des adultes. Ainsi, la disparition d’'une colonie
rassemblant de trés nombreux individus peut avoir des conséquences importantes sur la

population.

5.2. Un taxon méconnu et difficile a étudier
Il existe 35 espéeces de chiroptéeres en France métropolitaine dont huit espéces sont menacées
et huit autres quasi-menacées (IUCN 2019), pourtant elles sont toutes protégées (Figure 10).
A partir des années 30-40, les chauves-souris furent massivement étudiées par marquage
individuel a l'aide de bagues, similaires a celles des oiseaux, avec pour but de mieux
comprendre leurs déplacements, leur fidélité au gite ou le taux de survie dans les colonies
(Beaucournu 1962; Saint Girons 1973; Hutterer et al. 2005; Sluiter, van Heerdt, et Gruet 2009).
En une trentaine d’années plus d’'une centaine de milliers d’animaux furent marqués en
France (Lois, Julien, et Dewulf 2017). Néanmoins, cette pratique fut abandonnée dans les

années 70 suite au constat de déclin alarmant des populations, probablement d{ aux faits que
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les marquages étaient réalisés pendant la |éthargie hivernale et que les marqueurs (bagues)
n’étaient pas adaptés aux chauves-souris, handicapant les animaux dans leurs activités
(Beaucournu 1962). Aujourd’hui les populations sont donc majoritairement suivies grace aux
comptages régulier des individus en hibernation ou en sortie de gites estivaux (taille des
populations; O’Shea, Bogan, et Ellison 2003), par suivis acoustiques (présence et activité des
espéces, activité de chasse). Les comptages sont cependant difficilement applicables aux
espéces peu grégaires (ex : Pipistrelle) et bien que les méthodes acoustiques aient fortement
été améliorées au fil des années, elles restent limitées aux espéces identifiables avec
confiance sur la base de leurs cris d’écholocations (Frick, Kingston, et Flanders 2019). Par
exemple, les especes de Murins sont difficiles a distinguer car la gamme des fréquences de
leurs signaux se chevauchent (Kerbiriou et al. 2015). Des captures d’individus sont aussi
réalisées (mesures biométriques, état sexuel, ...) et sont parfois associées a du radiopistage
par la fixation temporaire du radio-émetteur sur le dos de I'animal. Le radiopistage est utilisé
pour découvrir des gites et connaitre les déplacements des individus entre leur gite et leur
terrain de chasse. Cette technique, bien qu’efficace, reste souvent contraignante

humainement et matériellement.

Accords EUROBATS
Interdiction de la capture,
détention et mise a mort délibérée
des chauves-souris. Identification

Loi de protection de la nature
Toutes les especes de chauves-
souris présentes en France sont
protégées.

et protection des sites importants
(gites et zones de chasse). Effort de
remplacement des pesticides et
produits chimiques de traitement
du bois par des substituts moins
dangereux.

Arrété ministériel
Interdiction de détruire, mutiler,
capturer, enlever, perturber
intentionnellement des chauves-
souris et interdiction de détruire et
altérer leurs sites de reproduction
et d’hibernation.

1976 1979 1991 1992 2007 / 2012

@ Directive Européenne « Habitat,
Faune, Flore » (CEE N°92/43)
Protection de la flore, la faune et
leurs habitats. (Annexe Il : espéces
nécessitant la désignation de
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Convention de Bonn Convention de Berne

Conservation des espéces
migratrices de la faune sauvage
Annexe |l : especes dont I'état de
conservation est défavorable.

Conservation de la vie sauvage et
du milieu naturel en Europe
Annexe |l : especes de faune
strictement protégées.

européen et international.

Zones Spéciales de Conservation ;
Annexe IV: protection stricte c'est-
a-dire interdiction de déranger et
détruire les especes et leurs
habitats.

Figure 10. Récapitulatif des conventions et lois protégeant les chauves-souris au niveau national,
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Les caractéristiques des chauves-souris (nocturnes, trés mobiles et |a localisation de leurs gites
souvent mal connue) rendent donc difficile le suivi des populations et I'évaluation de leur
risque d'extinction pour de nombreuses espéces (O’Shea, Bogan, et Ellison 2003; Frick,
Kingston, et Flanders 2019). Les chauves-souris représentent donc un taxon pour lequel
I'utilisation de la biologie moléculaire est particulierement intéressant. A partir de
prélévements ponctuels (généralement un petit morceau de membrane alaire ou du guano),
des inférences ont pues étre réalisée a partir des données de génétique : taille des populations
et tendances démographiques (Vonhof et Russell 2015), identifications d’espéces cryptiques
(non différentiables morphologiquement et acoustiquement) (von Helversen et al. 2001),
modélisation de la vulnérabilité des especes de chauve-souris face au changement climatique
(Razgour et al. 2019). A des échelles de temps et d’espace larges des études
phylogéographiques ont identifié des patrons de colonisation et de divergence des population
européenne ainsi que des refuges glaciaires du Pléistocéne (Rossiter et al. 2007; Flanders et
al. 2009). L'utilisation de la biologie moléculaire a également permis de décrire et comparer
les niches trophiques (Aldasoro et al. 2019) ou encore de mieux comprendre I'exceptionnelle

longévité des chauves-souris (Foley et al. 2018).
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6. Le Grand rhinolophe (Rhinolophus ferrumequinum)

Le grand rhinolophe est une espéce de chauve-souris insectivore longégive qui peut vivre
jusgu’a une trentaine d’années (Caubere, Gaucher, et Julien 1984). Son cycle de vie est
composé de plusieurs étapes associées aux saisons. En été les femelles se regroupent dans les
batis (ex : comble, grenier ; Figure 11) pour la gestation, la mise bas et I’élevage des nouveau-
nés tandis que les males sont plus solitaires. A I'automne les deux sexes se déplacent vers les
sites d’hibernation - cavités souterraines naturelles ou artificielles (ex : champignonniéere). La
reprise d’activité au printemps s’accompagne de la fécondation des femelles et d’un transit
vers les gites d’été. Les gites et les zones de chasse sont donc situés dans des milieux

anthropisés, ce qui I'expose d’autant plus aux menaces liées aux activités humaines

Figure 11. Colonie de Grand rhinolophes sous un toit en Charente-Maritime. © M. Leuchtmann

Sa distribution s’étend de I'Europe de [|'Ouest au Japon (Figure 12). Des études
phylogéographiques ont montré un unique groupe génétique en Europe de I'Ouest - du
Portugal a I'ltalie (Suisse a part) - qui résulte de I'expansion d’une population originaire d’Asie
(Flanders et al. 2009; Rossiter et al. 2007). De fortes différenciations génétiques ont cependant
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était observées a des échelles fines, notamment au Royaume-Uni avec un isolement
génétique des colonies du Pays de Galle (Rossiter et al. 2000). De fortes différenciations
génétiques entre colonies du Sud-Ouest de la Grande-Bretagne ont également été observées,
potentiellement a cause de la fragmentation du paysage (Rossiter et al. 2007). Ces études
soulignent donc l'importance des études a des échelles plus fines pour cibler des

conservations pertinentes dans le contexte local.

Figure 12. Distribution (en orange) du Grand rhinolophe dans le monde. Carte issue de I'lUCN

(International Union for Conservation of Nature) 2016.

Or bien qu’elle soit 'une des espéces de chauve-souris les plus répandues en Europe, elle a
majoritairement subi un déclin de ses populations au XXe siécle, et plus particulierement au
Nord de I'Europe (ex : Belgique, Luxembourg, Angleterre) ol elle est considérée comme rare
ou éteinte (Battersby 2005; Kervyn et al. 2009; Pir 2009). La situation du Grand rhinolophe
semble s"améliorer cependant dans certaines zones : Barlow et al. (2015) ont montré que suite
au déclin drastique de cette espéce en Grande-Bretagne, ses populations sont désormais en
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augmentation depuis la fin des années 90. Certains facteurs favorables a ce rétablissement
ont pu étre identifiés (Froidevaux et al. 2017), tel que 'augmentation des températures
printanieres qui entraine une augmentation de la quantité de proies. Cette étude a également
mis en évidence le role primordial de la composition hétérogéne des zones de chasse (bois de
feuillus et prairies) sur le taux de croissance des colonies, permettant ainsi d’affiner les efforts
de conservation de I'espéece.

En France, la biologie des populations du Grand rhinolophe est peu connue et les effectifs sont
trés variables au sein du pays (Figure 13, SFEPM, 2014). En effet, il est considéré comme
presque éteint en Alsace (2 individus recensés en 2014), et les effectifs les plus abondants
semblent concentrés dans I'Ouest de la France (Bretagne, Pays de la Loire, Centre, Nouvelle-
Aquitaine) qui regroupe 46% des effectifs hivernaux et 37% des effectifs estivaux (Figure 13,
SFEPM, 2014). La région Nouvelle-Aquitaine accueille ainsi I'une des plus importantes
populations hibernantes (16 200 individus, 22% des effectifs nationaux) et estivantes (7 400
individus, 15% des effectifs nationaux) de France. Cette région porte donc une responsabilité
importante dans la conservation du Grand rhinolophe a I’échelle nationale. Or, en 2015
I’'Université de Lyon et I'association Poitou-Charentes Nature ont observé une diminution de
30% des effectifs du Grand rhinolophe en Poitou-Charentes, sur la base de comptages

hivernaux (Figure 14).
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Figure 13. Carte de répartition du Grand rhinolophe en France issue du poster Chiroptéres de I'annexe Il de la Directive

Habitat-Faune-Flore - Synthése actualisée des populations en France - Bilan 2014 (Stéphane VINCENT - SFEPM).

52



Un projet régional qui réunit
e “7""'-—\
y e

3 R

/ - Six associations
.’/
/- Trois laboratoires de recherche 4

|
| - Huit structures associatives & une
| structure académique bénévoles |

- 374 bénévoles en France et a /
I'international

Conservation

Connaissances des des réseaux de

populations ?'. é \ / gites et des e
Y- connexions
¥ N S S
7 / N Sl
. A oS \ N N
o 7 L L
' o % N e
P ’/' N ™~
. / \ N B2 -

Rechgrchg =t Hatdes Iie.ux Caractérisation Etat sanitaire Caractérisation Identlf{er Ie; Car’actériser les De\:telopp‘e: lets Renforcer le Informer et
Iocal|sat|<?n des effectifs e des du régime connexions échanges pd inana' £ réseau SOS sensibiliser le
des colonies hivernants et populations populations alimentaire zones de inter-sites Impraueries chauves-souris grand public
de mise bas tendances fragmentation acteurs locaux
V/ / / / / «“;‘ “‘.‘ !‘: { |
Comptages ificati imati éali
hiver:aui et Idgntitication Analyses éco- Analyses Modélisations s Hiudesde Rea'hsetr' o
) e des toxicologiques & moléculaires e i Transpondage plaquettes, presse et animations
Prospections S populations éco- spatio- décologiad (500/an) « Refuges pour émissions de (conférences
simultanés & P écologie du i
véchell (prélevements épidémiologiques temporelles 5 sg 5 les radio ehonles
‘echelle génétiques) paysag! chauves- nocturnes)
régionale souris »

Encadré 2. Projet « Grand rhinolophe et trame verte bocagere : étude des facteurs environnementaux influant sur la dynamique de la

population » (2016-2019), acteurs, objectifs et actions. Aquarelle du Grand rhinolophe : ©O. Filippi-Codaccioni



o % 2 G Y
~ indice annuel de variation d'effectifs
=== Indice +- erreur
0 e
i
o A
S * -~
- B L —— o
e e, . .
o g
-
LI
o
=l aeverveveannse v e v e Y e Y
o
! T T T T T T T I I T
T} © r—~ © @ o — o~ ™ = o)
font o o S S - — — — - —
=1 =t =t =1 =1 o o o o o o
& &~ &~ IS IS I3 N I3 N I3 I3

Figure 14. Baisse significative des effectifs de Grand rhinolophe en Poitou-Charentes d’aprés les comptages

hivernaux réalisé chaque année dans la région. Figure réalisée par Poitou-Charentes Nature (2015).

Cette observation a conduit a classer le Grand rhinolophe comme Vulnérable (VU) sur la liste
rouge régionale de Poitou-Charentes en 2016. Dans ce contexte, le projet régional initié par
I’'Université de Lyon et Poitou-Charentes Nature « Grand rhinolophe et trame verte bocagéere
: étude des facteurs environnementaux influant sur la dynamique de la population » vise a
combler les lacunes sur les facteurs affectant la dynamique des colonies (reproduction, survie,
dispersion) pour établir des stratégies de conservation pertinentes (Encadré 2). Par exemple,
une étude de radio-pistage a été réalisée pour déterminer |'effet du paysage sur 'activité de
chasse des individus pendant la saison de maternité (probabilité de franchissement des
trouées de haie ; Pinaud et al. 2018). Un programme de Capture-Marquage-Recapture (a I'aide
de transpondeurs <1.1mm et m =0.115g) a également été initié en 2015 pour appréhender la
dynamique des populations et comprendre le fonctionnement des colonies (ex : taux de
survie, déplacements inter-saisonniers, fidélités aux sites) (Encadré 2). Les individus marqués

lors des captures estivales et automnales sont controlés manuellement lors des comptages
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hivernaux et des captures, et automatiquement sur certains sites grace a des lecteurs
autonomes. Cependant, pour comprendre les patrons observés (ex : sont-ils répétables dans
le temps ?) cette étude nécessite d’étre réalisée sur plusieurs années et elle ne donne pas
d’informations sur le contexte éco-évolutif des colonies. Or le déclin observé dans la région et
la situation inquiétante du Grand rhinolophe dans certaines parties de son aire de répartition
(ex: Luxembourg, Belgique) indiquent l'urgence de développer des approches
complémentaires et rapides, ainsi que de développer des partenariats entre différentes
disciplines et structures (académique, non-académique) pour maximiser la compréhension de

I'espece et optimiser en conséquent les efforts de conservation.

7. Objectifs de la these

Dans ce contexte, mon objectif était de développer et appliquer des méthodes d’écologie
évolutive et notamment moléculaires pour comprendre le fonctionnement des colonies en
lien avec le paysage : le paysage est-il un facteur limitant les flux de genes des populations ?
Au travers du spectre des proies du Grand rhinolophe, peut-on identifier des paysages a

conserver en priorité pour préserver les ressources clés de cette espéce ?

Dans un premier temps j’ai appliqué des méthodes d’inférence basée sur la génétique des
populations pour déterminer la vulnérabilité des colonies et délimiter des unités de gestion
pertinentes pour I'espéce. La délimitation des populations s’effectue alors sur la base des flux
de génes: une population représente un groupe d'individus de la méme espéce dont
n'importe quel membre du groupe peut potentiellement s'accoupler avec n'importe quel
autre membre (Waples et Gaggiotti 2006). D’aprés les connaissances sur la biologie de

I'espece (ex: courte distance d’écholocation; Ortega, Moreno-Santillan, and Zamora-
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Gutierrez 2016), nous nous attendions a I'identification de plusieurs groupes génétiques en
Poitou-Charentes limités par des barrieres paysagéres telles que de grandes plaines agricoles.
Puisqu’en 2015 les données de comptages hivernaux annuels suggéraient un déclin prononcé
dans la région, nous nous attendions également a l'identification d’un signal de déclin des
populations dans les données génétiques. Ce travail est présenté dans le Chapitre |, il a fait
I'objet d’un article scientifique et d’un article en francgais dans la revue naturaliste nationale

Plume de naturalistes.

e Tournayre O, Pons J-B, Leuchtmann M, Leblois R, Piry S, Loiseau A, Filippi-Codaccioni
O, Duhayer J, Garin |, Mathews F, Puechmaille S, Charbonnel N, Pontier D. Integrating
population genetics to define conservation units from the core to the edge of
Rhinolophus ferrumequinum western range. 2019. Ecology and Evolution. doi:
10.1002/ece3.5714

e Tournayre O. Génétique des populations et biologie de la conservation du Grand

Rhinolophe. 2019. Plumes de Naturalistes 3 : 249-258.

Dans un deuxieme temps j'ai développé une approche d’étude du régime alimentaire qui
minimise le dérangement des individus tout en évitant le risque de contaminations et
d’assignation a la mauvaise espece de chauve-souris. Cette approche permet une
identification simultanée de I'espéce de chauve-souris et de ses proies - sans pénaliser
I'amplification de I’ADN des proies par une suramplification de I’ADN du prédateur - a partir
de I’ADN contenu dans les guanos. Deux articles scientifiques portant sur le développement
de la méthodologie sont présentés dans le Chapitre Il et un article en francais dans la revue

naturaliste nationale Plume de naturalistes.
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e Galan M, Pons J-B, Tournayre O, Pierre E, Leuchtmann M, Pontier D, Charbonnel N.
Metabarcoding for the parallel identification of several hundred predators and their
prey: Application to bat species diet analysis. 2018. Molecular Ecology Resources.

e Tournayre O, Leuchtmann M, Trillat M, Piry S, Filippi-Codaccionni O, Pontier D,
Charbonnel N, Galan M. In silico and empirical evaluation of twelve COI & 16S
metabarcoding primer sets for the insectivorous diet analysis. (soumis). Molecular
Ecology Resources. bioRxiv: http://biorxiv.org/cgi/content/short/742874v1

e Tournayre O. Qui mange quoi ? Zoom sur I’ADN des chauves-souris et de leurs proies

contenues dans le guano. 2018. Plume de Naturalistes 2 : 61-76.

Enfin, a I'aide de la méthode développée dans le chapitre Il, jai étudié la plasticité du régime
alimentaire du Grand rhinolophe en fonction du paysage dans lequel se situe les colonies et
tout au long de la saison de maternité qui induit des changements physiologiques et des
besoins énergétiques forts chez les femelles. L'objectif était de déterminer si au travers du
spectre des proies du Grand rhinolophe il est possible d’identifier des paysages a conserver
en priorité pour préserver les ressources clés de cette espéce. Les résultats sont présentés
dans le Chapitre Il
e Tournayre O, Galan M, Leuchtmann M, Trillat M, Filippi-Codaccionni O, Piry S, Pontier
D, Charbonnel N. Spatio-temporal variation of the greater horseshoe bat diet in

Western France (en préparation).

57



58



CHAPITRE I. Diversité et structure génétique du

Grand rhinolophe
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1. Contexte et objectif

Le Grand rhinolophe est une espéce de chiroptéere particulierement exigeante vis-a-vis de la
configuration du paysage dans lequel elle se déplace. Sa feuille nasale concentre les ultrasons
de hautes fréquences (environ 80 kHz) qu’il émet en un faisceau trés étroit ce qui lui permet
de détecter des détails tres fins. Cette particularité lui confere de grands avantages pour la
chasse, mais les hautes-fréquences s’atténuant rapidement dans I'air, le Grand rhinolophe
possede une courte distance de détection, de I'ordre d’'une dizaine de meétres (Ortega,
Moreno-Santillan, et Zamora-Gutierrez 2016). Il semble donc étre mieux adapté a des
déplacements dans un paysage hétérogene et structuré, comme les bocages (champs ou
prairies clos par des haies) ou il utilise des points de repéres pour se déplacer. Pinaud et al.
(2018) ont ainsi récemment montré a I'échelle de la colonie une forte diminution de la
probabilité de déplacement du Grand rhinolophe face a des ruptures de la connectivité
paysagére pendant la période d’élevage des jeunes. Un paysage tel qu’une grande zone
agricole sans repéres ou de grandes infrastructures de transport pourraient constituer des

barriéres a ses déplacements et engendrer un isolement des colonies (Figure 15).
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Figure 15. Schématisation de I’'hypothese du déplacement de deux individus de Grand rhinolophes issus
respectivement des colonies A et B pour se reproduire. Dans le premier paysage (de type bocage) les
deux individus se servent de points de reperes pour se déplacer (arbres) et peuvent se rencontrer pour
se reproduire. Dans le second paysage (de type plaine agricole), les individus ne détectent pas de points
de reperes pour se déplacer et se reproduisent donc dans leurs colonies respectives. Si les individus de
différentes colonies ne peuvent plus se rencontrer et se reproduire a cause de ces barriéres, alors
chaque colonie va constituer sa propre population, plus petite que la population initiale. Or la taille de
la population est un facteur primordial de la viabilité d’une population car plus elle diminue, plus le
risque d’extinction augmente, notamment du fait des conséquences génétiques et démographiques

(Frankham 1996; Gilpin et Soulé 1986).
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En France, on estime la présence d’environ 40 000 individus dont la distribution est trés
hétérogéne au sein du pays (Figure 13; SFEPM, 2014). Les effectifs les plus abondants
semblent concentrés dans I'Ouest de la France (Bretagne, Pays de la Loire, Centre, Nouvelle-
Aquitaine) qui regroupe 46% des effectifs hivernaux et 37% des effectifs estivaux (SFEPM,
2014). L'ex région Poitou-Charentes concentre la quatriéeme plus grosse population
hibernante nationale (7,000 individus) et la dixieme plus grosse population estivale (2000
individus) de France. Cette ancienne région porte donc une responsabilité importante dans la
conservation du Grand rhinolophe a I’échelle nationale. Or les premiéeres analyses des
données de comptages réalisées en 2015 suggéraient une diminution des effectifs hivernaux
de 30% dans I'ex région. Ces observations ont conduit a classer le Grand rhinolophe comme
Vulnérable (VU) sur la liste rouge des mammiferes de Poitou-Charentes (Poitou-Charentes

Nature, 2016).

Dans ce contexte, I'objectif de notre étude débutée en 2016, est de mieux comprendre le
fonctionnement des populations de Grand rhinolophe en apportant des éléments sur (i) la
« vulnérabilité » génétique des colonies : Quelle est la diversité génétique des colonies ?
Détecte-t-on des signatures de consanguinité ? (ii) la connectivité des colonies : Peut-on
identifier une ou plusieurs populations ? Certaines colonies sont-elles isolées ? Si oui quelles
sont les barriéres a ses déplacements ? et (iii) la taille des populations : Quelle est la taille
‘génétique’ des populations de Grand rhinolophe ? Détecte-t-on des signatures de déclin ou
d’expansion récents des populations sur la base des données génétiques ? Ces signatures

corroborent-elles le déclin observé sur les données de comptage disponibles depuis 1995 ?
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2. Méthodologie

2.1. Echantillonnage
Nous avons tout d’abord réalisé un échantillonnage dense en ex-Poitou-Charentes en 2016
(onze sites). Cette échelle permettait de tester des barriéres « fines » a la dispersion, telles
gue les grandes plaines agricoles et réseaux de transport évoqués précédemment. Nous avons
élargi I’échantillonnage a I’Aquitaine et au Limousin en 2017 (trois sites supplémentaires) puis
a une plus large partie du territoire francais, une colonie du Pays Basque espagnol, deux
colonies d’Angleterre et une colonie de Tunisie en 2018 grace a la collaboration de nombreux
partenaires nationaux et internationaux. Sur les trois années d’échantillonnage, cette étude a
mobilisé 11 partenaires naturalistes en France (Poitou-Charentes Nature, LPO France, CREN
Poitou-Charentes, Groupe Chiropteres des Pays-de-la-Loire, Groupe Chiroptéres Aquitaine,
Groupe Chiropteres du Groupe Mammalogique et Herpétologique du Limousin, Chauves-
Souris Auvergne, Groupe Chiroptéres de Provence, Groupe Mammalogique Normand,
Amikiro, Coordination Mammalogique du Nord de la France), cinq partenaires académiques
(CBGP, LBBE-Ecofect, Université du Pays Basque, I'Université de Sussex et I'Université de

Montpellier) et plusieurs centaines de bénévoles.

Au total nous avons utilisé 950 prélevements de patagium de Grand rhinolophe, dont 864
collectés dans 24 colonies de maternité en France (2016 a 2018), 28 d’une colonie de
maternité du Pays Basque espagnol (2012), 36 de deux colonies de maternité anglaises (2018)

et 22 d’une colonie de maternité tunisienne (2012) (Figure 16).
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Figure 16. Carte des colonies échantillonnées pour I'étude. L’aire de répartition du Grand rhinolophe

est représentée en gris (IUCN, 2016). Chaque colonie est nommée par un code : Bryanston (BRY),
Buckfastleigh (BUC), Montreuil-sur-mer (MON), Kernascleden (KER), Lys-Haut-Layon (LYS), Allonne
(ALL), Le Busseau (BUS), Le Pin (PIN), La Chapelle-Saint-Etienne (CHE), Xaintray (XAl), Airvault (AIR),
Saint-Loup-sur-Thouet (LOU), Faye I’Abesse (FAY), Fenioux (FEN), Lessac (LES), Annepont (ANN), Sarran
(SAR), Vignols (VIG), Aydat (AYD), Langeac (LAN), Lacanau (LAC), Argelouse (ARG), Arles (ARL), Bedous
(BED), Lezate (LEZ), GHA. Les symboles (croix, carré, triangle, losange) indiquent le pays

d’échantillonnage.
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Les chauves-souris ont été capturées en sortie de gites a I'aide d’un piége harpe puis placées
dans un sac de contention avant d’étre identifiées, pesées, sexées, mesurées et relachées
(Figure 17). L’échantillonnage comprend 887 femelles dont 789 adultes, 91 juvéniles et sept
dont I'dge n’a pas été déterminé, ainsi que 62 males dont 19 adultes, 39 juvéniles et quatre
dont I’dge n’a pas été déterminé. Un individu supplémentaire est inclus mais le sexe et I'age

ne sont pas connus.

Figure 17. Photographies illustrant de gauche a droite : un « harp-trap » disposé en sortie de gite (ON.

Charbonnel), la mesure du 5°™ doigt (D5) du Grand rhinolophe (© LP0O49) et le prélévement de
patagium pour les analyses de génétique (© LPO49). Les deux dernieres photos sont issues du rapport

d’activité 2019 du programme Grand rhinolophe (Leuchtmann et al. 2019).

2.2. Biologie moléculaire
Nous avons génotypé ces 950 individus a I'aide de 17 marqueurs microsatellites autosomaux
(Encadré 3) modifié par Anne Loiseau (INRA, CBGP) d’apreés les séquences disponibles dans la
littérature pour le Grand rhinolophe et le Petit rhinolophe (Rhinolophus hipposideros)
(Rossiter et al. 1999; Dawson et al. 2004; Puechmaille, Mathy, and Petit 2005). La lecture des
génotypes a été réalisée en double aveugle avec Anne Loiseau afin de minimiser les erreurs
de lecture. L'absence d’alléles nuls (polymorphisme dans les séquences flanquantes des loci

qui empéche leur amplification par PCR et crée des faux négatifs), de déséquilibre de liaison
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(association non aléatoire entre deux alleles) et d’écart a I'équilibre d’Hardy-Weinberg
(‘HWE’ ; enI'absence de forces évolutives au sein d'une population idéale, il existe un équilibre

des fréquences allélique et génotypique d'une génération a I'autre) a été vérifiée.

15 répétitions de CA
Alltlel = | CACACACACACACACACACACACACACACA

N ~
Allele 2 —-(“.,F\(“.A(“._e‘\{'A('A('A(“..-"\(T,F\(".A(Tﬂ('.«"‘L(';\('A(';'\{".:"\(Tﬂ(“.ﬂ-—,r
SiAllele1 = : individu homozygote pour le microsatellite étudié
SiAllele 1 # : individu hétérozygote pour le microsatellite étudié

Les microsatellites sont de courtes séquences d’ADN couramment utilisées en génétique des
populations. Ce sont des régions de I’ADN qui ont pour particularité de varier en longueur
(alleles), par variation du nombre de répétition du motif qui le compose. Le cas ci-dessus
illustre deux alleles d’un microsatellite : I'un est composé de 15 répétitions du motif « CA » et
I"autre de 17 répétitions de ce méme motif.

Encadré 3. Qu’est-ce qu’un marqueur microsatellite ?

2.3. Diversité génétique
Nous avons évalué la diversité génétique au sein des colonies en estimant la richesse allélique
corrigée pour la taille minimale de I'échantillon (Ar, N = 13) et ’hétérozygotie attendue (H¢) a
I'aide des logiciels FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet 1995) et GENETIX v.4.05.2 (Belkhir et al. 2004).
Nous avons ensuite estimé et testé la significativité de l'indice de fixation F;s (Weir et
Cockerham 1984) avec le logiciel GENEPOP v4.6 (Rousset, 2008). C’'est une mesure de I'écart
a la panmixie (déficit d'hétérozygote) dii a la consanguinité du régime de reproduction au sein
de la population. Enfin, afin de déterminer si les colonies représentaient des structures
familiales nous avons estimé le coefficient d’apparentement (r) par maximum de
vraisemblance entre paires d'individus sur une échelle absolue (0, non apparentés a 1,

individus identiques). Le coefficient r correspond a la probabilité pour chaque locus que les
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individus partagent zéro, un ou deux alléles identiques par descendance. Nous avons utilisé
les groupes génétiques identifiés a partir des analyses de structure génétique décrites ci-
dessous pour définir les populations de références et estimer r au sein de chaque colonie. Ces

analyses ont été réalisées avec le logiciel ML-RELATE (Kalinowski, Wagner, & Taper, 2006).

2.4. Structure génétique
La différenciation génétique entre les colonies a d’abord été quantifiée a I'aide d'estimations
de Fsr (Weir et Cockerham 1984). Cet indice mesure le degré de différenciation entre
populations qui divergent uniquement sous l'effet de la dérive (variation aléatoire des
fréquences alléliques au sein d'une population). La significativité de cette différenciation a été
testée a l'aide de tests G exacts de différenciation pour chaque paire de colonies puis pour

chaque paire de groupes génétiques identifiés ci-dessous.

Nous avons ensuite exploré la structure génétique des colonies a |'aide de plusieurs méthodes
pour vérifier la robustesse de nos résultats (Tableau 1). Tout d’abord nous avons employé le
logiciel STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard, Stephens, et Donnelly 2000) avec différents parametres
qui peuvent fortement influencer le résultat. Nous avons ensuite effectué une analyse en
composantes principales (ACP) car contrairement a l'algorithme STRUCTURE, cette approche
ne repose sur aucune hypothése génétique de population spécifique, notamment I'équilibre
de Hardy-Weinberg et I'équilibre de liaison (Pritchard, Stephens, et Donnelly 2000). Enfin nous
avons utilisé le logiciel MAPI (Mapping Averaged Pairwise Information, Piry et al. 2016) pour
détecter la (dis-) continuité génétique spatiale. Cette approche est peu sensible aux potentiels
effets confondants de l'isolement par la distance (IBD) et ne nécessite pas de modele

génétique de population prédéfini.
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Enfin, I'isolement par la distance (IBD) a été analysé a partir de la régression entre I’estimation
de la différenciation génétique entre paires de colonies (Fsr/(1-Fsr), Rousset, 1997) et la
distance géographique euclidienne (en logarithme). Un isolement par la distance significatif
indique que plus les individus sont éloignés géographiquement, plus ils seront différents
génétiquement. Les analyses IBD ont été effectuées sur I'ensemble des données, en France et
entre les paires de colonies échantillonnées dans les différents pays avec GENEPOP v4.6

(Rousset, 2008).

2.5. Histoire démographique
Nous avons utilisé le modele OnePopVarSize, du logiciel MIGRAINE v.0.5.1 (Leblois et al. 2014)
qui autorise une seule variation de taille de population sans a priori sur la nature (déclin,
expansion) et I'ancienneté de I'événement démographique. Ce modéle fait I'hypothese d’un
changement de taille de population exponentiel (expansion ou contraction), dans une
population panmictique isolée, initié a un temps de T générations dans le passé jusqu’au
moment de I'échantillonnage. Trois paramétres sont estimés : la taille de population diploide
actuelle et ancestrale (6= 4N ; Banc = 4Nancl) - oU N et Nanc sont le nombre de genes et p le
taux de mutation sur I’'ensemble des loci par génération (generalized stepwise mutation model
GSM) et D le moment ou a commencé le changement démographique (D=T/2N). L’ensemble
des estimations repose sur des analyses de maximum de vraisemblance basées sur la

coalescence (Encadré 4).
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Tableau 1. Avantages et contraintes des différentes méthodes utilisées dans cette étude pour déterminer la structure génétique des colonies de

Grand rhinolophe.

bayésien

Equiprobabilité entre les populations d’étre la
population d’origine
La population d’origine est échantillonnée

Méthodes Conditions d’application Avantages Logiciel

Clustering - Population a I'équilibre d’"Hardy-Weinberg - Estime le degré d’introgression | STRUCTURE  (Pritchard,
- - Equilibre de liaison des individus Stephens, et Donnelly
Modele hiérarchique |- |ndépendance entre loci 2000)

Analyse de données
multidimensionnelles

Pas de condition mais le minimum de
différenciation génétique détectable dépend de
la taille de I’échantillon et du nombre de

Rapidité d’analyse
- Pas de modele génétique sous-
jacent

adegenet (Jombart 2008)

variation spatiale de
la distance génétique
entre  échantillons
géo référencés

d’isolement par la distance
- Pas de modele génétique sous-
jacent

Analyse en marqueurs

Composantes

Principales (ACP)

Analyse de la | - Structure génétique spatiale - Peu sensible au phénomene MAPI (Piry et al. 2016)
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Population haploide* de taille N

1 .“.‘.‘.
t=2
Les différentes lignées coalescent

t=1 (« probabilité que deux alléles possédent un
parent commun ») au fur et a mesure que I'on
remonte vers le passé.

- 1 Probabiilité de coalescer (t =) = (Probabilité de ne pas avoir
Probabilité de coalescer (t=©) = N coalescé a t=1)*(probabilité de coalescer a t=2)

(-5) 5
= —_— | * —
N N

La coalescence reconstruit la généalogie des genes. Pour cela elle modélise le processus de dérive génétique en remontant dans le temps jusqu’a
I"ancétre commun d’un échantillon de genes. Dans le cas le plus simple, la théorie de la coalescence suppose qu'il n'y a ni recombinaison, ni sélection
naturelle, ni flux de genes, et que la population n'est pas structurée.

*Haploide signifie que les individus de cette population ne possédent qu’un exemplaire de chaque chromosome.

Présent

Encadré 4. Principe de la coalescence.
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3. Principaux résultats

3.1. Diversité génétique, consanguinité et apparentements
Nos résultats montrent que la diversité génétique est élevée et homogene en France et au
Pays Basque espagnol, a 'exception de la colonie francaise de Montreuil-sur-Mer (‘MON’, Pas-
de-Calais) ou la diversité génétique est plus faible (Figure 18). Nous observons également que
les niveaux de diversité génétique des colonies anglaises et tunisiennes sont plus faibles que
ceux détectés pour les colonies continentales. De plus, nous n’avons pas détecté de signature

de consanguinité au sein des colonies étudiées.

IR

He
@® 0,589 - 0,648
O 0,648 - 0,707 p-
® 0,707 - 0,766

0 i-OO 200 300 400 500 km

Figure 18. Estimation de la diversité génétique (indice d’hétérozygotie He) dans chaque colonie
échantillonnée. L'aire de distribution du Grand rhinolophe d’aprés les données de I'UICN (2016) est

représentée en gris.
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L’analyse de la distribution du coefficient d’apparentement rintra-colonie montre que chaque
colonie est composée en tres grande majorité d’individus non-apparentés et d’'une proportion
décroissante d’individus apparentés. Seule la colonie du Pas-de-Calais a Montreuil-sur-Mer
(‘MON’) montre une proportion plus uniforme d’individus apparentés et non-apparentés. Le
coefficient d’apparentement r entre individus de colonies différentes nous indique de forts
apparentements (r > 0.5) entre colonies éloignées de 2 a 861km. Ces forts apparentements
impliquent 537 femelles, 33 males et un individu dont le sexe n’a pas été déterminé. La
majorité des femelles impliquées sont adultes (474 adultes, 59 juvéniles et 4 indéterminées),

ce qui n’est pas le cas pour les males (12 adultes, 19 juvéniles, deux indéterminés).

3.1. Différenciation génétique entre colonies

La différenciation génétique est faible sur le continent (indices de différenciation Fsr inférieurs
a 3%). Seule la colonie ‘MON’ (Montreuil-sur-Mer, Pas-de-Calais) montre une différenciation
génétique forte avec les autres colonies continentales (3.49% < Fst < 6.46%). Cette
différenciation entre ‘MON’ et les autres colonies de France est aussi élevée que la
différenciation génétique observée entre les colonies d’Angleterre (Fst = 5.4%). La
différenciation génétique entre les colonies anglaises, tunisiennes et les colonies

continentales est trés élevée (FSTAngIeterre— continent = 10%, FsTTunisie-continent = 12%)-

L'ensemble des méthodes utilisées montre I'existence de trois groupes génétiques : (i) les
colonies de France et du Pays Basque espagnol, (ii) les colonies anglaises et (iii) la colonie
tunisienne (Figure 19). Nos résultats ont révélé I'absence de migration génétique entre ces

trois groupes génétiques, et des événements de migration génétique unidirectionnels au sein
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du cluster génétique Franco-Basque (de la France vers le Pays Basque et vers la colonie

‘MON’).

3.3. Histoire démographique

Nous n’avons pas détecté de changement démographique (déclin ou expansion) significatif
dans les groupes génétiques identifiés précédemment. Ceci indique que les ‘effectifs efficaces’
(nombre d’adultes participant a la génération suivante) de ces groupes peuvent étre
considérés comme stables. Nous avons pu estimer leur taille génétique, ce qui a révélé des
‘effectifs efficaces’ environ deux fois plus faibles en Angleterre et dans la colonie du Nord de
la France (Montreuil-sur-Mer, ‘MON’) que sur le continent.

Nous avons mis en évidence une signature d’expansion démographique significative dans la
colonie Tunisienne (‘GHA’). Nous n’avons cependant pas pu dater cette expansion par manque

de puissance statistique car I'intervalle de confiance est trop grand.
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- Cluster génétique 3

- Cluster génétique 2

- Cluster génétique 1
1 I I B I | | I I |1 I I I I R Y Y A (R (R
1 T R [ | | [ [ [ | [ [ [ | [ Y Y R (R (R
L0 | | | | | || | | || | |

r T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T 1
BRY BUCMON BER KER L¥YS ALL BUS PIN CHE XAl AR LOU FAY FEN LES ANN SAR VIG AYD LAN LAC ARG ARL BED LEZ GHA

Angleterre France Pays Basque Tunisie

Figure 19. Graphe représentant la probabilité d’appartenance d’un individu a un groupe génétique (logiciel STRUCTURE). Chaque barre verticale correspond a un

individu et chaque couleur correspond a un groupe génétique. Les individus sont triés par colonies et une barre blanche en pointillé sépare les différentes colonies.
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4. Discussion

Notre étude a révélé que les colonies de Grand rhinolophe échantillonnées en France et au
Sud-Ouest des Pyrénées (Pays Basque espagnol) forment une large population, malgré les
différentes barriéres paysageres potentiellement présentes (fleuve, fragmentation des
surfaces boisées). Cette grande population Franco-Basque montre une diversité génétique
élevée et aucune signature de consanguinité, ce qui permet d’écarter un risque d’extinction
d( a des phénomenes génétiques. Cette population serait délimitée au nord par la Manche et
tres probablement au sud par la Mer Méditerranée. Notre échantillonnage ne nous permet
pas de tester ’hypothése que les Pyrénées constituent une barriére aux flux de génes, du fait
de I'utilisation possible de corridors sur les cotes Atlantiques et Méditerranéennes. Pour tester
I'effet de ces potentielles barriéres, I'échantillonnage devrait étre renforcés de part et
d’autres de celles-ci. L'absence d’échantillonnage dans I'Est de la France ne nous permet pas
non plus de mettre en évidence la limite Est de la population.

Grace a ces résultats d’analyses génétiques et aux données préliminaires de
transpondage acquises sur les Grands rhinolophes, nous savons désormais que juvéniles,
adultes, males et femelles se déplacent sur de longues distances au sein de cette région et
dans les régions voisines (M. Leuchtmann & O. Filippi-Codaccioni, comm. pers. 2019). Ce
résultat peut sembler contradictoire avec les précédentes données de Pinaud et al. (2018) qui
montraient a I’échelle de la colonie une forte diminution de la probabilité de déplacement du
Grand rhinolophe face a des ruptures de la connectivité paysagére. Ces études suggérent en
fait que le Grand rhinolophe prendrait plus de risques face aux absences de « repéres
paysagers » structurants lors de ses grands déplacements inter-saisonniers que lors de ses

déplacements vers les terrains de chasse autour de la colonie (Figure 20). D’un point de vue
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démographique, nous avons montré que la taille génétique de cette population Franco-
Basque est stable. Nous n’avons pas pu convertir cette taille génétique en nombre d’individus
participant a la reproduction (« taille efficace », N¢), ni en en nombre total d’individus adultes
(propagation du biais) du fait de nombreux biais notamment sur le taux de mutation p qui est
inconnu pour cette espéce (Luikart et al. 2010; Vonhof, Strobeck, et Fenton 2008). Cela
souligne le fait que les approches génétiques sont complémentaires de celles de suivis des
individus et colonies et qu’a ce jour I'une ne peut pas se substituer a I'autre.

Ainsi, nos résultats soulignent I'importance d’approfondir les connaissances sur la
délimitation des populations du Grand rhinolophe, et plus généralement des chauves-souris,
car celles-ci ne suivent pas les frontieres administratives et leur conservation peut nécessiter
des collaborations inter-régionales voire internationales.

De plus, nous avons montré que la colonie du Pas-de-Calais Montreuil-sur-mer (‘MON’)
- bien qu’intégrée dans la grande population continentale - possede un fonctionnement
particulier. Sa diversité génétique plus faible, sa différenciation génétique plus élevée et son
niveau d’apparentement intra-colonie plus fort suggérent que cette colonie est plus petite,
plus isolée et donc plus vulnérable. Cette situation pourrait étre due a un manque d’habitats
favorables aux alentours de la colonie, et/ou a sa situation en limite d’aire de répartition de
I'espece (Eckert, Samis, et Lougheed 2008). Cette colonie nécessite donc une attention

particuliére en termes de conservation.
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Figure 20. Retour sur I’hypotheése initiale de I'’étude. Contrairement a nos attentes, malgré une courte distance de détection cette espéce
pourrait effectuer des trajets dans des milieux ouverts pour aller se reproduire (absence de structure génétique du Pays Basque espagnol

au Nord de la France).
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Il serait donc particulierement pertinent de compléter I'étude avec d’autres colonies
limitrophes au nord de I'aire de distribution du Grand rhinolophe. Cela montre a nouveau
I'importance de poursuivre les suivis des colonies a I'échelle locale puisque que bien que la
grande population soit stable grace a la forte connectivité entre les colonies, on ne peut pas
exclure que localement certaines colonies particulieres soient vulnérables. L'étude des

relations entre les colonies proches de MON serait une piste intéressante a creuser.
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Abstract

The greater horseshoe bat (Rhinolophus ferrumequinum) is among the most wide-
spread bat species in Europe but it has experienced severe declines, especially in
Northern Europe. This species is listed Mear Threatened in the European IUCN Red
List of Threatened Animals, and it is considered to be highly sensitive to human activi-
ties and particularly to habitat fragmentation. Therefore, understanding the popula-
tion boundaries and demographic history of populations of this species is of primary
impaortance to assess relevant conservation strategies. In this study, we used 17 mi-
crosatellite markers to assess the genetic diversity, the genetic structure, and the
demographic history of R. ferrumequinum colonies in the western part of its distribu-
tion. We identified one large population showing high levels of genetic diversity and
large population size. Lower estimates were found in England and northern France.
Analyses of clustering and isolation by distance suggested that the Channel and the
Mediterranean seas could impede R. ferrumequinum gene flow. These results provide
impartant information to improve the delineation of R. ferrumequinum management
units. We suggest that a large management unit corresponding to the population rang-
ing from Spanish Basque Country to northern France must be considered. Particular
attention should be given to mating territories as they seem to play a key role in main-
taining high levels of genetic mixing between colonies. Smaller management units
corresponding to English and northern France colonies must also be implemented.
These insular or peripheral colonies could be at higher risk of extinction in the near
future.
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1 | INTRODUCTION

Biodiversity is dramatically declining at an accelerating rate for most
animal groups (Butchart et al., 2010; Hoffmann et al., 2010; Sanchez-
Bayo & Wyckbuys, 2019), According to the IUCN Red List, more than
26,500 species (27% of all assessed species) are threatenad with ex-
tinction. This phenemenon results from a combination of ecological
factors (e.g., habitat fragmentation and destruction, pollution, intro-
duction of invasive species, and climate change) that affect popu-
lation sizes and connectivity. As a consequence, these populations
become strongly exposed to the negative impacts of inbreeding and
genetic drift (Frankham, 2005). Preserving the genetic diversity of
such small and isolated populations is therefore essential to avoid
inbreeding depression, to maintain genetic variability that may be
useful for adaptation, in particular in response to environmental
changes, and ultimately, to promeote population persistence (Reed &
Frankam, 2003). To address this issue and before drawing efficient
conservation programs, an important prerequisite is to gather knowl-
edge on population boundaries and demography. In recent decades,
population genetics has been combined with more classical ecolog-
ical studies to infer population demographic features, including the
detection of recent demographic declines or the guantification of
connectivity between populations (e.g., Vignaud et al., 2014; Yenhof
& Russell, 2015). Ultimately, these population genetics studies may
help delineating functional and evolutionary conservation units such
as "Management Units," which are appropriate for species monitor-
ing and management. There are several ways to define management
units, among which are the assessment of panmixia (Moritz, 1994) or
the estimation of population genetic divergence (Palsbell, Bérubeé, &
Allendorf, 2007), Designing appropriate management units is thus
far from being trivial. There is no general framework for determining
at which dispersal rate populations become demographically cor-
related (therefore requiring a single management unit), and there is
no easy way to translate gene flow estimates provided by population
genetics into dispersal rates. Yet, too large units may increase the
risk of extinction of "cryptic™ populations that would require spe-
cific strategies. On the other hand, splitting a large population into
different conservation units with different strategies may lead to
excessive management strategies beyond requirements, or to inap-
propriate strategies limiting connectivity.

The application of population genetics to such issues of conser-
vation biology has been especially important for endangered species
that are difficult to monitor with ecological methods, such as bats.
Indeed, bats are very sensitive to climate change and human activ-
ities (Jones, Jacobs, Kunz, Willig, & Racey, 2009; Voigt & Kingston,
2016). Almost one-quarter of bat species in the world are consid-

ered to be Threatened and another quarter as Near Threatened
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[Mickleburgh, Hutson, & Racey, 2002). Temperate-zone bats are
nocturnal, small, highly mabile, and the location of their roosts are
often poorly known, characteristics that make monitoring and as-
sessment of their extinction risk difficult (O'Shea, Bogan, & Ellisen,
2003). Conservation programs are often established considering
local and national scales. Unfortunately, these scales are usually
not defined on the basis of biclogical knowledge on population de-
lineation and demography, but instead conform to administrative
borders that rarely correspond to natural ecolegical boundaries.
This is likely to limit the efficiency and coherence of conservation
strategies. Population genetics might therefore improve the defini-
tion of appropriate management units of bat populations (e.g.. Dool,
O'Donnell, Monks, Puechmaille, & Kerth, 2014; Ibouroi et al., 2018).
Besides, demographic inferences based on population genetics may
be particularly relevant to highlight the need of conservation man-
agement for bat species. As such, Durrant, Beebee, Greenaway, and
Hill {200%) have been able to evidence a recent decline and high
levels of inbreeding in British populations of Bechstein's bat {Myotis
bechsteinil).

Among European bat species, the greater horseshoe bat
[Rhinolophus ferrumequinum) is particularly relevant to address con-
servation issues from population genetics, This insectivorous spe-
cies—which seasonally uses hibernation and maternity roosts—has
experienced dramatic declines, particularly in Morthern Europe (e.g.,
Belgium, Luxembourg, England) where it is now considered rare or
extinct (Kervyn, Lamotte, Myssen, & Verschuren, 200%; Mathews et
al., 2018; Pir, 2009). In some countries, such as the UK, there is ey-
idence of recent population increases (Mathews et al., 2018). The
species is included in Appendix || of Bern Convention, Appendix |1
of the Bonn Canvention, Annex Il and Annex IV of the European
Directive on the conservation of Matural Habitat and of Wild Fauna
and Flora, and is listed in the IUCN Red List of Threatened Animals
[International Union for the Conservation of Nature, 2017). The rea-
sons for the disappearance of the populations of R. ferrumegquinum
are difficult to identify but it is likely that anthropogenic factors
[e.g., intensification of agriculture, urbanization, and loss of roosts)
are responsible for it (Froidevaux, Boughey, Barlow, & Jones, 2017,
Mathews et al., 2018). It is therefore important to implement con-
servation programs, at adequate geographical scales and based on a
solid knowledge of R. ferrumequinum population dynamics.

Previous phylogeographic studies of R, ferrumequinum have re-
vealed a unique genetic cluster in Western Europe mainland, ranging
from Portugal to Italy (Switzerland apart), that resulted from the ex-
pansion of a single population originating from a Western Asian re-
fugium (Flanders et al., 200%; Rossiter, Benda, Dietz, Zhang, & Jones,
2007). However, these studies are based on sparse sampling, espe-

cially in mainland Europe [e.g., one location in France). Yet, where
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populations have been intensively sampled, a strong genetic differ-
entiation was observed at smaller spatial scales (over tens to several
hundreds of kilometers), for instance, within the United Kingdom
[Rossiter, Jones, Ransome, & Barrattt, 2000). These patterns un-
derline the importance of sampling density in population genetics
studies to detect finer genetic clustering and particular population
functioning (e.g., source-sink dynamics), despite an apparent lack of
Eenetic differentiation detected over thousands of kilometers. More
specifically, only one French location of R. ferrumequinum had been
included in these previous phylogeographic studies (Flanders et al.,
200%; Rossiter et al., 2007, 2000). However, R. ferrumeguinum dis-
tribution in France is very disparate, and its status can be very con-
trasted between regions (Vincent & Bat Group SFEPM, 2014), These
patterns are suggestive of differences in population size, connectiv-
ity levels, and therefore extinction risk. Mast of the known roosts of
R. ferrumeguinum in France are located on the Atlantic coast (Vincent
& Bat Group SFEPM, 2014). The 4th largest hibernating population
(about 7,000 individuals) and the 10th largest summer population
(about 2,000 individuals) are found in the Poitou-Charentes region.
This regien has therefore a strong conservation responsibility to
preserve this species, and severzal programs have been dedicated
to study R. ferrumeguinum at this regional scale. R. ferrumequinum
population dynamics are being assessed using counts of individuals
performed in hibernation and summer roosts by local NGOs for over
three decades. R. ferrumequinum experiences important seasonal
fluctuations in abundance that reflect seasonal changes of roosts.
These fluctuations suggest large movements and potential gene
flow of bats during winter and summer. However, we still have only
limited knowledge about connectivity and genetic mixing between
French R. ferrumequinum colonies.

In this study, we proposed to identify population boundaries of
R. ferrumegquinum in its western distribution and to infer the demo-
graphic history of these populations. More specifically, we aimed
at assessing the biclogical relevance of considering the French
Poitou-Charentes region as a singular Management Unit (MU), as it
is currently done on the basis of political constraints. We combined
several population genetics approaches based on a dense sampling
of R. ferrumequinum maternity colonies in the Paitou-Charentes re-
gion and we also added further samples in France, encompassing
the northern edge of R, ferrumeguinum distribution, Spanish Basque
Country, England, and Tunisia. This sampling scheme, based on
concentric circles of sampling, should be able to identify at which
geographical scales R. ferrumequinum gene flow may decrease with
distance. It should also allow testing for gene flow disruption that
might result from population divergence associated with geographic
elements such as seas or mountains, We estimated the genetic di-
versity and genetic effective size of colonies. These are important
criteria to assess population viability, so that they may be useful
to infer conservation priority, We expected lower levels of genetic
diversity and higher levels of genetic differentiation at the edge
of R. ferrumequinum distribution range. Indeed, peripheral popula-
tions are likely to suffer from reduced gene flow, genetic drift, and
small effective population size, compared to central populations
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{central-margin hypathesis, Eckert, Samis, & Lougheed, 2008). In ad-
dition, we examined patterns of genetic differentiation to evaluate
the connectivity between R. ferrumequinum colonies. We expected
adisruption of gene flow between colonies located on either side of
the Mediterranean Sea or Channel Sea, as it has already been shown
that sea is a barrier to dispersal for several bat species (Castella et al.,
2000; Garcia-Mudarra, Ibanez, & Juste, 2009). Considering previous
studies, we did not expect a strong disruption of gene flow due to
the Pyrenees between French and Spanish Basque colonies [Rossiter
et al, 2007).

Altogether, our results provide important information about
R. ferrumequinum population genetics that will complement eco-
logical knowledge gathered by local NGOs to define appropriate
management units. In this study, we assumed an intermediate MU
definition between those of Moritz (1994) and Palsball et al. (2007).
Both academic and nonacademic partners were involved in this work
to guarantee that the results would directly inform conservation and
management action (Britt, Haworth, Johnson, Martchenko, & Shafer,
2018). Mare broadly, this study illustrates how population genetics
may bring important information to delineate bat management units
and to design conservation programs of bat species at relevant geo-
graphical scales.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Ethical statements

Authorization for bat capture in France was provided by the
Ministry of Ecology, Envirenment and Sustainable development
over the period 2015-2020 (approval no. C6926460703 from the
Departmental Direction of Population Protection (DDPP), Rhone,
Francel, All methods were approved by the Museum Mational
d'Histoire Maturelle (MNHM) and the Société Francaise pour |'Etude
et la Protection des Mammiféres (SFEPM). Authorization for bat
captures in Spanish Basque Country was provided by the corre-
sponding regional Ministries and Councils. Capture and handling
protocols followed published guidelines for treatment of animals in
research and teaching (Buchanan et al., 2012) and were approved
by the Ethics Committee at the University of the Basque Country
(Ref. CEBA/219/2012/GARIN ATORRASAGASTI). Autharization for
capture in England was given by Matural England (Ref, 2017-29766-
SCI-5CI) and sampling was undertaken under license from the Home
Office (PPL 30034231).

2.2 | Biological material

This study is based on 950 captured individuals: 864 were cap-
tured in 23 maternity colanies in France (summer 2014 to 2018),
28 were capturad in one maternity colony in the Spanish Basque
Country (summer 2012), 36 were captured in two maternity colo-
nies in England (summer 2018), and 22 were captured in one ma-
ternity colony in Tunisia (Puechmaille, Hizem, Allegrini, & Abiadh,
2012). Details are provided in Table 1 and Figure 1. Maternity
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Locality
Region code Locality N A PA
France
Poitou- AlR Alrvault 31 A48 002
SRR oy, Allonne 31 647 003
bl ANN Annepont 23 6.42 0.1
BUS Le Busseau 44 6.74 0.07
CHE La Chapelle-Saint- 41 435 002
Etienne
FAY Faye |'Abesse 76 657 0.04
FEMN Fenioux 87 4651 0.04
LES Lessac 43 6,59 0
Lou Saint-Loup-sur- 19 654 002
Thouet
PIN Le Pin 49 A57 0.0
XAl Kaintray 77 677 0.04
ARG Argelouse 29 548 0.01
SAR sarran 77 6,78 0.04
VIG Vignals 41 445 003
BED Bedous 25 618 005
LAC Lacanau 15 4.596 0.03
LAMN Langeac 25 4631 0.04
AYD Aydat 21 633 0
KER Kernascleden 25 608 003
LYS Lys-Haut-Layon 19 472 a
BER Bernigres d'Ailly 24 470 001
ARL Arles 25 477 008
MON Montrevil-sur-mer 15 2.53 0
Spanish LEZ Lezate 28 635 005
Basque
Country
England BRY Bryanston 19 4.41 a
BUC Buekfastheigh 17 490 007
Morth Africa GHA El Feidja Matignal 22 5.49 097
Park

TABLE 1 Genetic diversity parameters
for each locality studied in France, Spanish

H, Fis Basgue Country, England, and Tunisia
0.74 0.036
0.76 0.008
D.72 0.027
0.76 0.00&
0.75 0.006
0.75 0.032
0.75 -0.008
0.75 0.022
0.73 0.030
0.74 0.002
0.76 0.002
0.75 -0.001
0.76 0.008
0.75 -0.0001
0.74 0.003
0.73 0.03%
0.74 -0.021
0.72 0.060
0.74 =0.013
0.75 0.020
0.75 -0.030
0.75 -0.022
0.67 =0.037
0.73 0.020
0.59 -0.004
0.60 0.120
0.8 0.002

Note: Sample size (N), corrected allelic richness [A,J. corrected private allele richness (pA), expected

heterozygosity (H,), and inbreeding coefficient {F,).

colonies correspond to the roosts where female bats gather
from May to August, give birth, and rear their young (Ransome &
Hutson, 2000). This sampling leads to unbalanced sex and age ra-
tios, with 887 females, 62 males, and one undetermined, and 808
adults, 130 juveniles (less than two years old), and 12 undeter-
mined, respectively. Distances between sampling colonies varied
from 2.53 km (closest colonies from western France] to 1,830 km
{colonies from England and Tunisia).

For each bat, a tissue sample was collected from the wing mem-
brane [patagium) using a 3-mm diameter biopsy punch. Samples
were either preserved in 95° ethanol and quickly stored at 4°C until

DMA extraction or preserved in silica-gel (Puechmaille et al,, 2011).
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Biopsy punches were cleaned with bleach, water, and then ethanaol

between each sample collection,

2.3 | DNA extraction and microsatellite genotyping

DNA was extracted from each wing sample using the EZ-10 Spin
Column Genomic DNA Minipreps Kit for Animal (BioBasic) fol-
lowing the manufacturer's instruction with a final elution of twice
50 plin elution buffer. We amplified 17 microsatellite loci using
primers modified from those previously designed for R. ferrumequi-
num (Dawson, Rossiter, Jones, & Faulkes, 2004; Rossiter, Burland,
Janes, & Barratt, 1999) and the lesser horseshoe bat (Rhinelophus
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FIGURE 1 Map of the colonies
included in this study. The geographic
range of the species is colored in gray
according to the IUCN data (2016).
Bryanston (BRY), Buckfastleigh (BUC),
Montreuil-sur-mer (MON), Kernascleden
(KER), Lys-Haut-Layon (LYS), Allonne
(ALL), Le Busseau (BUS), Le Pin (PIN), La
Chapelle-Saint-Etienne (CHE), Xaintray
(XAI), Airvault (AIR), Saint-Loup-sur-
Thouet (LOU), Faye I'Abesse (FAY),
Fenioux (FEN), Lessac (LES), Annepont
(ANN), Sarran (SAR), Vignols (VIG), Aydat
(AYD), Langeac (LAN), Lacanau (LAC),
Argelouse (ARG), Arles (ARL), Bedous
(BED), Lezate (LEZ), and El Feidja National
Park (GHA)
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hipposideros; Puechmaille, Mathy, & Petit, 2005; Table S$1).
Amplifications were organized into three multiplex PCRs that were
conducted in 10 pl reaction volumes containing 5 pl of the QIAGEN
Multiplex PCR Master Mix (1x) {including Taq, dNTPs, and 3 mM of
Mg,. as final concentration), 2 ul of extracted DNA, and 0.2 pl of
each primer (0.2 uM as final concentration). We used the follow-
ing PCR conditions: 95°C for 15 min, 35 cycles of 94°C for 30 s,
57°C for 90 s and 72°C for 60 s, and a final elongation step at 60°C
for 30 min. Twenty microliters of H,0 was added to 10 pl of each
product in a new plate, and 2 pl of this final solution was mixed with
15 pl of formamide and 0.08 pl of GeneScan 500 LIZ. The samples
were genotyped using an ABI3130 automated sequencer and the
GeneMapper v.5.0 software. Two independent readings were per-
formed by different people to minimize genotyping errors.

Null alleles, large allele dropout, stuttering, and scoring incon-
sistencies were tested for each colony using MICROCHECKER
(Van Oosterhout, Hutchinson, Wills, & Shipley, 2004). Null allele
frequencies were estimated for each locus and population using
FreeNA, with 1,500 replicates for the computation of the boot-
strap 95% confidence intervals (Chapuis & Estoup, 2007). We per-
formed the exact tests implemented in GENEPOP v4.6 (Rousset,
2008) to detect linkage disequilibrium for each pair of loci in
each colony and to investigate departure from Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) for the whole dataset and for each colony and
for each locus under the hypothesis of heterozygote deficit. We
used the false discovery rate (FDR) to account for multiple testing
(Benjamini & Hochberg, 1995). The adjusted p-value thresholds

COI an voiution 5
Ecology and Evolut —Wl LEY‘I_
Samples m

+ France /
England

a v
A Basque country 7"(
o 1

after FDR correction (p_,..) were calculated following Castro and
Singer (2006).

2.4 | Genetic diversity and relatedness
within colonies

We assessed genetic diversity within colony by estimating the al-
lelic richness and private allele richness corrected for minimal sam-
ple size (A_and pA, N = 13), the expected (H_) heterozygosity, using
FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet, 1995), HP-RARE (Kalinowski, 2005), and
GENETIX v.4.05.2 (Belkhir, Borsa, Chikhi, Raufaste, & Bonhomme,
2004), respectively. Differences in A_and H_ between colonies were
evaluated using the comparison among groups of samples imple-
mented in FSTAT with 1,000 permutations. The adjusted p-value
thresholds after FDR correction (p_,.,) were calculated following
Castro and Singer (2006).

We estimated the fixation index F ; (Weir & Cockerham, 1984)
using GENEPOP v4.6. We next performed relatedness analyses to
verify whether population genetic structure could not be due to
the comparison of different family units rather than populations
(Schweizer, Excoffier, & Heckel, 2007). We estimated the maximum
likelihood pairwise coefficient of relatedness r between pairs of
individuals on an absolute scale (0, unrelated to; 1, identical indi-
viduals), using the ML-RELATE software (Kalinowski, Wagner, &
Taper, 2006). Indeed maximum likelihood estimate is less biased
than commonly used estimators (Milligan, 2003). The coefficient r
corresponds to the probability for each locus that individuals share
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zerao, one, or two alleles that are identical by descent. We used the
genetic clusters identified from further clustering analyses (see
below) as population references for estimating r within each colony.

2.5 | Population structure and genetic
differentiation between colonies

The genetic differentiation between colonies was quantified using
estimates of global and pairwise Fo; (Weir & Cockerham, 1984).
Significance was assessed using exact G-test of differentiation
implemented in GENEPOP v4.6 (Rousset, 2008). Pairwise F.; and
exact G-tests were computed for each pair of colonies and each
pair of genetic clusters identified from further clustering analyses.
Analyses were performed with and without juveniles. We accounted
for multiple testing using false discovery rate (FDR). In order to con-
trol for potential effects of null alleles on genetic differentiation,
we also estimated pairwise Fo corrected for null alleles using the
"Excluding Mull Alleles” [ENA) correction implemented in FreeMNa
[Chapuis & Estoup, 2007).

Genetic structure was also investigated using several comple-
mentary approaches to give a robust cross-validation of our results
and prove that the observed genetic signature is robust despite
the potential vielation of the underlying hypothesis. First, we used
the clustering approach implemented in the STRUCTURE program
v2.3.4 (Pritchard, Stephens, & Donnelly, 2000) to determine the
presence of genetic discontinuities without any a priori knowledge.
We determined the most likely number of genetic clusters using the
log-likelihood of K and AK statistic (Evanno. Regnaut, & Goudet,
2005) implemented in the website STRUCTURE HARVESTER (Earl
& wonHoldt, 2012). We used the admixture model with uncor-
related frequencies and an alpha-value of 1/K, as recommended by
Wang (2017) in the case of unbalanced sampling. The same results
were obtained with the default alpha-value and when applying or
not the LOCPRIOR model to the population model (Hubisz, Falush,
Stephens, & Pritchard, 200%) and were therefore not presented here,
Puechmaille {2014) demonstrated that the AK statistic was biased in
the case of uneven sampling (as in our current study). However, in
the present study, given the fact that three recovered clusters (see
Section 3) were geographically coherent, were composed of colo-
nies with nonsignificant or very low F.; values [see Section 3), and
were consistent with previous genetic findings, we did not perform
further subsampling or used alternative estimators. We performed
20 independent runs with a burn-in period of 1,000,000 iterations
and 50,000 MCMC repetitions after burn-in, testing K = 1 to K = 28
(N colanies + 1). We used the R package pophelper (Francis, 2017) to
compute the plots. In addition, we also performed a principal com-
ponent analysis (PCA) implemented in the R packages aded (Dray &
Dufour, 2007) and factoextra (Kassambara & Mundt, 2017). Contrary
to STRUCTURE algorithm, this approach does not rely on any spe-
cific population genetic assumption including Hardy-Weinberg
equilibrium and linkage equilibrium (Pritchard et al., 2000).

‘We next used MAPI program (Mapping Averaged Pairwise
Information, Piry et al., 201&), implemented in the R package mapi,

to detect spatial genetic discontinuity, This approach has low sen-
sitivity to potential confounding effects resulting from isolation by
distance (IBD) and does not require predefined population genetic
madel. It is based on a spatial network in which pairwise genetic
distance between georeferenced samples is attributed to ellipses. A
grid of hexagonal cells covers the study area and each cell receives
the weighted arithmetic mean of the pairwise genetic distance asso-
ciated to the ellipses intersecting the cell (Piry et al., 2016). We used
the Rousset's coefficient d {(Rousset, 2000) computed with SPAGeDi
1.4 (Hardy & Vekemans, 2002) as an index of pairwise genetic dif-
ferentiation between individuals and default parameter value for the
eccentricity of the ellipses (0.975). We used the permutation proce-
dure (1,000 permutations) to identify areas exhibiting significantly
higher or lower levels of genetic differentiation than expected by
chance.

Lastly, isolation by distance (IBD) was analyzed with the re-
gression of the genetic distances between colonies {FsTfl_FsT:
Rousset, 1997) and the logarithm of the Euclidean geographic
distances, implemented in GEMEPOP v4.6. Confidence intervals
and significance of regression slope and intercept were assessed
by bootstrapping over loci. It was then tested using Mantel tests
with 10,000 permutations. IBD analyses were performed on the
complete dataset, within France and between pairs of colonies
sampled in the different countries. The comparison of the results
gathered from these |IBD analyses should enable the identification
of geographic barriers (Pyrenees mountain range, Channel Sea,
and Mediterranean Sea) that might reduce R. ferrumeguinum gene
flow.

2.6 | Inference of demographic parameters

We first inferred the demographic history of R. ferrumequinum
colonies. We used the software MIGRAINE v.0.5.1 (Leblois et al.,
2014) and the model OnePopVarSize, This model assumes a unigque
variation starting T generations ago in population size of an iso-
lated panmictic population that was followed by continuous ex-
ponential change in population size until the moment of sampling.
This model estimates three scaled parameters: the current scaled
population size (@ = 4N _p) and the ancestral scaled population size
8,, = 4N
population sizes, p is the mutation rate per generation of the loci,

nct). M, and W___ are the current and ancestral diploid
and D is the time scaled by current population size (D = T/4N) at
which an already existing population experienced a demographic
change. The mutation model used was a generalized stepwise mu-
tation model (GSM) which is characterized by a geometric distri-
bution of mutation steps with the parameter pGSM., We used the
ratio Mratio (N/N_
events. In the case of a contraction, the Nratio 1s <1, and in the

) to characterize the strength of demographic

case of an expansion, it is *1. The change in population size was
considered significant when the 95% confidence intervals (35% Cls)
of the Nratio did not include the value "1." Runs were performed in-
dependently for each colony and for each genetic cluster that was
previously identified. We used 1,000 to 20,000 trees per point,
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FIGURE 2 Expected heterozygosity (H_) estimated for each colony. Blue to red colors indicate low to high levels of H,. The geographic

range of R. ferrumequinum is shaded in gray

600 to 800 points, and eight iterations by run. When no signal of
demaographic change was found, we used the OnePop model imple-
mented in MIGRAINE to estimate the scaled effective population
size ! = 4N_p of stable and panmictic population.

We then inferred contemporary levels and directions of migra-
tion hetween the main genetic clusters using the program BAYESASS
v3.0.4 (Wilson & Rannala, 2003). We performed five independent
runs of 10,000,000 iterations sampled every 2000 iterations, with
a burn-in of 1,000,000. For each run, we calculated the Bayesian
deviance using the R script provided by Meirmans (2014). We used
this deviance as a criterion to find the run that provided the hest fit
and to identify runs with convergence problems (Faubet, Waples, &
Gaggiotti, 2007; Meirmans, 2014). We ran preliminary runs to ad-
just the maximum parameter change per iteration (Delta values). It
is important to optimize the acceptance rates for proposed changes
to parameters [20% to 60% is ideal; Wilson & Rannala, 2003). The

adjustments are important because if the acceptance rates are too

low or too high, the chain does not mix well and fails to adequately
explore the state space. In the final run, we used delta values of
0.45, 0,40, and 0,51 for allele frequency, migration, and inbreeding,
respectively.

3 | RESULTS

Three of the 17 microsatellites genotyped were excluded from
further genetic analyses: one of them was monomorphic and
the other two had poor guality profiles, Results gathered using
MICROCHECKER showed no large allele dropout or scoring in-
consistencies due to stuttering. Mull alleles were suspected at loci
Rferr0é in three colonies from France ["AIR,” freq = 0.074; "FEN,"
freq = 0.046; "X Al" freq = 0.041), and at loci RHD103 (France, "ARL,"
freq = 0.078), Rferr27 (France, "BED," freq = 0.152), and Rferr01
(England, "BUC." freq = 0,14%). Nevertheless, we did not detect any
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FIGURE 3 Distribution of the pairwise
relatedness coefficient r estimated with
the ML-relate software (Kalinowski et al.,
2006) within colonies from France (AIR,
MON), England (BRY, BUC), and Tunisia
(GHA)
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FIGURE 4 Geographic distribution of the higher values of pairwise relatedness coefficient (r > .5) between R. ferrumequinum colonies
from the continental genetic cluster (France and the Spanish Basque Country)

deviation from HWE in any colony. Fifteen out of the 2,418 pairs of
loci (0.62%) exhibited significant linkage disequilibrium, but the loci
involved were not consistent among colonies. Therefore, we did not
exclude any other loci.

3.1 | Genetic diversity and relatedness

A summary of the genetic diversity indices (F, A. H,) based on
the 14 validated microsatellites is presented in Table 1. Global
Hardy-Weinberg test (H1 = heterozygote deficit) was significant
(p = 017, F s = 0.009). Local F estimates (i.e,, for each colony)
ranged from -0.037 ("MON," northern France) to 0.120 ("BUC,"
England). All tests of departure from local HWE were nonsignifi-
cant after FDR correction (adjusted p > p,,;.,}. The English colo-
nies showed significant lower estimates of allelic richness (adjusted
p=.004 < p_.. ., =.012) and expected heterozygosity (adjusted
p=.030<p = .037) than the French ones (Table 1, Figure 2).
The northern French colony "MON" showed lower allelic richness

critical

estimate than the other French colonies (adjusted p = .030 < p_,,
o1 = -037) but similar H, estimate (adjusted p =.059 > p .037).

critical

88

The Tunisian colony "GHA" showed similar levels of allelic richness
and expected heterozygosity than the French colonies {adjusted
P > P iica) Private allelic richness was low in all colonies except the
Tunisian one ("GHA"; Table 1).

The distributions of the pairwise coefficient of relatedness r
within each colony showed a common pattern in all colonies except
in the northern French colony "MON" (Figure 3). For all colonies,
the distribution of the r coefficient was L-shaped with a peak of
unrelated individuals (r = 0) and a decreasing proportion of related
individuals. In the northern French colony "MON," we observed a
more uniform proportion of unrelated and relatively closely related
individuals (r ranging between .0 and .3). When considering pairwise
relatedness between individuals from different colonies, we still ob-
served high levels of relatedness (r > .5: Figure 4). The high levels of
relatedness involved female-female pairs and female-male pairs but
never male-male pairs. It concerned 537 females, 33 males, and one
undetermined individual. The majority of the females were adults
{474 adults, 59 juveniles, and four undetermined), but this was not
the case when considering males (12 adults, 19 juveniles, and two
undetermined).
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FIGURE 5 STRUCTURE plots for K = 2 and K = 3 clusters. Each bar represents an individual colored according to its membership
probability to a given cluster. Individuals are sorted by localities. The white dashed lines separate the 27 colonies where the individuals
were sampled: Bryanston [BRY), Buckfastleigh (BUC), Montreuil-sur-mer (MON), Kernascleden (KER), Lys-Haut-Layon (LYS), Allonne {(ALL),
Le Busseau (BUS), Le Pin (PIN), La Chapelle-Saint-Etienne (CHE), Xaintray (X Al), Airvault (AIR), Saint-Loup-sur-Thouet (LOU), Faye |'Abesse
(FAY), Fenioux (FEM), Lessac (LES), Annepont (ANN), Sarran (SAR), Vignols (VIG), Aydat (AYD), Langeac (LAN), Lacanau [LAC), Argelouse
(ARG), Arles (ARL), Bedous (BED), Lezate (LEZ), and E| Feidja Mational Park (GHA). Abbreviation: SBC, Spanish Basque Country

3.2 | Population structure and genetic
differentiation between colonies

For estimates calculated with and without excluding null alleles (EMA)
were very similar, and analyses without juveniles did not substan-
tially change F.; estimates. Therefore, we only reported the uncor-
rected estimates for the dataset including juveniles. The pairwise F
estimates between calonies and associated G-tests are presented in
Table 52, Low but significant genetic differentiation was observed
between colonies within western France (F.; < 3%, 65.24% of the
G-tests with p < 05; Table 52). The narthern French colony "MON"
exhibited higher estimates of pairwise Fy, than the other colonies
(3.49% < Fop < 6.46%, G-tests p < 107%). Among the French colonies,
"MON" was also the colony that exhibited the highest levels of ge-
netic differentiation with the English [Fsr = 16%, G-tests p < .001),
Spanish Basque (Fg; = 7.17%, G-tests p < .001), and Tunisian colo-
nies (Fgp = 17.05%, G-tests p < .001). The Spanish Basque colony
“LEZ" was more genetically differentiated from colonies in England
and Tunisia [England: 9.88% < Fgp < 11.9%, G-tests p < 001 and
Tunisia: Fgp = 14.87%, G-tests p < 001} than from colonies in France
(Fgr < 3%).

Using STRUCTURE, we found that the AK statistics [Evanno et
al., 2005) were highest for K = 2, but the likelihood of the number of
genetic clusters Ln (LK) showed similar values for K = 2and K = 3
(Figure 51). For K = 2, the first genetic cluster included all colonies
from England, France, and Spanish Basque Country and the sec-
ond genetic cluster included the Tunisian colony. For K = 3, the first
main genetic cluster included all colonies from western France and
Spanish Basque Country. The second main genetic cluster included

the two colonies frem England and the third genetic cluster included
the Tunisian colony (Figure 5). Increasing K did not change this clus-
tering pattern, The PCA showed similar results, with three main ge-
netic clusters (England, western France, Spanish Basque Country,
and Tunisia, Figure 52).

While including all colonies, the program MAPI revealed that the
Mediterranean Sea corresponded to an area of significantly higher
genetic dissimilarity (Figure 6a). A second analysis excluding the
Tunisian colony highlighted a significantly higher genetic dissimilar-
ity between the English colonies on the one hand and the French and
Basque colonies on the other, It also showed the existence of genetic
homogeneity in the continent (Figure éb).

We found a significant positive relationship between genetic dif-
ferentiation and geographic distance within France [slope of the re-
gression = 0.0063 [0.0042-0.0090]; p,,, ..., < -001), between France
and Spanish Basque Country (slope of the regression = 0.0212
[0.0120, 0.0412]; pyyne < 001) and between France and Tunisia
(slope of the regression = 0.0457 [0.0009, 0.1390]; oy, = 1077,
The northern French colony "MON" was more genetically differ-
entiated from the other French colonies (Figure 7). When exclud-
ing this particular colony “MOMN" from the regression analyses, we
still found a positive relationship between genetic differentiation
and geographic distance among French colonies but the slope was
weaker (slope of the regression = 0.0025 [0.0015-0.0036]; p,,...
wer < 001}, Moreaver, considering only differentiation between pairs
for French-English, French-Basque, and French-Tunisian colonies
without including the northern French colony "MON," the isolation
by distance relationship was not significant (Table 2), All results are
presented in Table 2 and Figure 7.

FIGURE & Geographic distribution of the pairwise Rousset's genetic distance a (Rousset, 2000) resulting from MAPI (Piry et al., 2018). (a)
All colonies are included. (b) The Tunisian colony is not included in the analysis. Dots correspond to the colonies sampled in this study. Levels
of genetic dissimilarity are indicated using a color scale ranging from red {lower genetic dissimilarity) to blue (higher genetic dissimilarity).

Significant areas are represented by dashed lines
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3.3 | Inference of demographic parameters

Using MIGRAIME, we detected a significant signature of expansion
for the Tunisian colony ("GHA" N, = 2.98% [1.63-8063]), with an
estimated origin of this demographic change D = 0.811 [2.17 e-06~

ratio

2.201). Nene of the other colonies or genetic clusters showed sig-
nificant signature of demographic change (Table 53). The marginally
significant signature of contraction observed for the western French
colony “CHE" in the Poitou-Charentes region was also considered
to be nonsignificant because the higher value of the confidence in-
terval was very close to 1 (0.9%9) and because we performed a high
number of tests,

We estimated the scaled current population size & (4N_u) for
all stable colenies, and @ estimates ranged between 1.854 and
4,465 (Table 54, Figure 8], The lowest estimates were found for
the English colonies ("BRY" # = 1.854; “BUC" @ = 2.107) and for the
narthern French colony “MON" (# = 3.030). Other colonies and
pool of colonies exhibited similar levels of @ estimates (from 4.046

to 6.4465), Kruskal-Wallis tests and post-hoc pairwise compari-
sons of § estimates using Wilcoxon test {(with FDOR correction for
multiple testing) revealed a significant difference of @ estimates
between the western French-Spanish Basgue and the English ge-
netic clusters {p = .002) and nonsignificant differences between
the other clusters (p > .115). We observed a significant negative
relationship between the estimated @ of each colony and the dis-
tance of the colony to the centroid of our sampling {p < .05; Figure
S3).

The five runs implemented in BAYESASS provided similar re-
=4712B.6
= &67,134.7. None of the migration rates estimated between

sults and converged well, with values ranging from D
taD
the three main genetic clusters was significant (Table 3). Within

runZ

rund

the western French-Spanish Basgue cluster, we found significant
unidirectional migration rates from the French to Spanish Basgue
colanies (m = 0.2921 £ 0.0192). As our results emphasized partic-
ular signatures for the northern French colony "MOMN" all along the
study, we also estimated migration rates considering “MON" apart
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TABLE 2
logarithm of the Euclidian geographical distance
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Isolation by distance characteristics using the genetic differentiation parameter (F./1-F ;) between colonies against the

Geographic zone Intercept [CI] Slope [CI] p Mantel test
Including "MON" All datasets -0.3395 [-0.5402, 0.2411] 0.0303 [0.0217. 0.0475] o
Within France =0.0667 [-0.0953, -0.0428] 0.0063 [0.0042, 0.00%0] [Vl
Between France and England 04177 [0.0645, 0.9419] -0.0229 [-0.0603, 0.0025] 212
Between France and Tunisia -0.4755 [-1.7182,0.1382] 0.0457 [0.0009%, 0.1390] 001
Between France and SBC -0.2547 [-0.5020, -0.1373] 0.0212 [0.0120, 0.0412] o001t
Excluding "MON" All datasets -0.3328 [-0.5279, -0.2405] 0.0296 [0.0217, 0.0463] [V
‘Within France -0.0242 [-0.0357, -0.0142] 0.0025 [0.0015, 0.0036] [V
Between France and England 0.1304 [-0.1185, 0.4372] =0.0014 [-0.0229, 0.0166] 563
Between France and Tunisia -0.2265 [-0.7600, 0.2584] 0.0279 [-0.0050, 0.0687] 013*
Between France and SBC -0,0774 [-0.1841, 0.0483] 0.0073 [-0.0021, 0,0158] J010*

Note; 95% confidence intervals (Cl) for the slope and the intercept of the IBD were obtained by ABC bootstrapping. Significant p-values of Mantel
tests are represented in bold with *** for p < .001, ** for p < .01, and " for p < .05, “MON" is the northern French colony of the study area.

Abbreviation: SBC, Spanish Basque Country.

TABLE 3 Means of the posterior distributions of contemporary migration rate (m) with standard deviation in parentheses

Migration from

Genetic cluster 1 Genetic cluster 2 Genetic cluster 3
Migration into MON France Basque England Tunisia
MON 0.6825 (0.0152) 0.2700(0.0276) 0.0161 (0.0153] 0.0158 (0.0148) 0.0156 (0.0153)
France 0.0004 (0.0004) 0.9975(0.0013) 0.0004 (0.0004) 0.0012 (0.0011) 0.0004 (0.0004)
Basque 0.0101 (0.0095) 0.2921(0.0192) 0.6768 (0.0101) 0.010% (0.0108) 0.0102 (0.0100)
England 0.0082 (0.0081) 0.0128 (0.0116) 0.0083 (0.0082) 0.9626 (0.0169) 0.0080(0.0078)
Tunisia 0.0129 (0.0125) 0.0126 (0.0121) 0.012% (0.0122) 0.0124 {0.0119) 0.9493 (0.0229)

Mote: Migration and nonmigration rates that are significantly > 0 are representad in bald.

from the other French colonies. Our results revealed significant
unidirectional migration rates from all western French colonies to
the northern French colony "MON" {m = 0.2700 £ 0.0274).

4 | DISCUSSION

4.1 | Alarge and stable population of

R. ferrumequinum ranging from Spanish Basque
Country to northern France

Our study revealed high and homogeneous levels of genetic diversity
within the western French and Spanish Basque colonies examined.
These levels were similar to those previously detected in colonies
from the eastern part of R. ferrumeguinum distribution (Rossiter
et al., 2007, 2000), or in other bat species such as Rhinolophus eu-
ryale and Myotis myotis (Budinski et al, 2019; Castella, Ruedi, &
Excoffier, 2001). We did not find evidence of departure from Hardy-
Weinberg equilibrium within colanies or when considering the west-
ern French and Spanish Basque colonies altogether. We also found
very low levels of genetic differentiation between these celanies
of R. ferrumequinum, as indicated by F., estimates, These colonies
were identified as a unique genetic cluster according to the results
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pravided by STRUCTURE and MAP! analyses and the slight isolation
by distance pattern detected which suggests that some admixture
occurs at long-distance, thus interconnecting the sampled locali-
ties, Altogether, these results indicated high gene flow between
colonies at this scale and suggested that the western French and
Spanish Basque colonies form a single and large population. In that
respect, our results supported the previous studies of R, ferrumequi-
num phylogeography which had revealed a unique genetic cluster in
Woestern Europe (Switzerland apart, Flanders et al., 2009; Rossiter
et al., 2007). In addition to these findings, we could infer the scaled
effective size @ MNEJ.!] of this population. We found homogeneous ¢
among the western French and Spanish Basque colonies and for the
paol of these colonies, This result was congruent with our finding of
one large population with each colony representing a replicate of the
whale population. We could nat transform this estimate ¢ into an ef-
fective number of individuals (N} because it requires fixing the mu-
tation rate of microsatellite markers in this species. This is a crucial
issue because estimates of mutation rates can greatly vary between
and within species and any inaccuracy in the mutation rate estimate
is propagated in the estimation of N_ (Waples, 2010).

We did not reveal any signature of demographic decline, nej-
ther for the colonies of the French Poitou-Charentes region nor
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FIGURE 8 Estimation of ¢ (4N u) for each colany and genetic cluster based on the OnePop model for stable colonies and OnePopVarSize
for the Tunisian colony "HA" which experienced expansion. As the confidence interval of Tunisian @ is very large (4.435-15348), the superior
born was not represented to avoid the flattening of the graph. Pool_England and Pool_continental respectively carrespond to the English
and French-Spanish Basque colonies. Colonies are classified by i estimates

for the delineated western French and Spanish Basque population
of R. ferrumegquinum. Several biases could have lead to the nonde-
tection of a demographic event. First, Leblois et al. (2014) showed
that the capacity to detect demographic events from genetic data
depends on the number of genetic markers used, the strength of
the event, and the time when it happened. Therefore, because the
decline was recent and we used 14 microsatellites, our study may
have suffered from a lack of power that could explain the absence
of signature of demographic decline in our data. Second, the maxi-
mum lifespan of these bats is 30 years (Caubere, Gaucher, & Julien,
1984), and simulations of microsatellite data analyzed under sim-
ilar conditions using MsVar (Beaumant, 199%; Storz & Beaumant,
2002) on the eastern red bat Lasiurus borealis have shown a sig-
nificant delay in the response of coalescent-based N, estimates
to recent population declines (Munster, 2015). However, our re-
sults are congruent with the very recent analysis of the historical
Paitou-Charente roost counts, which revealed a stable population
in this region over the past 15 years (M, Leuchtmann, personal
communication).

93

4.2 | Dispersal and reproduction of
R. ferrumequinum

Quwr results revealed that the Mediterranean Sea and the English
Channel may act as barriers to R. ferrumequinum gene flow. Seas
have often been shown to limit bat gene flow, irrespectively of bat
flight capacity (Garcia-Mudarra et al,, 200%). The high genetic dif-
ferentiation observed between the English colonies in this study
was expected because of the potential founder effects associated
with R. ferrumeguinum colonization since the Late Glacial Maximum
(LGM; Flanders et al., 2009; Rossiter et al., 2007). Our demographic
inferences also revealed the absence of current gene flow between
the two English and western French-5Spanish Basgue clusters. The
high genetic differentiation observed between Tunisian and western
French-5Spanish Basque colonies may also rely on historical colo-
nization history. R. ferrumequinum seems to have been present in
Morth Africa before the Late Glacial Maximum (Flanders et al., 2009;
Rossiter et al., 2007), and there is no evidence that North Africa was
recolonized from Europe post-LGM. These historical patterns of
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genetic differentiation might have been reinforced by the current
absence of gene flow between Europe and MNorth Africa. However,
our sampling is too sparse to assess gene flow over this large land-
scape feature, and we cannot exclude the possibility that the Strait
of Gibraltar, which leaves a gap of just 14 km, connects populations
of R. ferrumequinum across the Mediterranean Sea. The degree of
permeability of the Mediterranean Sea for this bat species there-
fore deserves a dedicated study, aiming at assessing the potential
pathways of R. ferrumeguinum movements and gene flow between
Europe and Morth Africa,

Similarly, as we only had a few samples from both sides of the
Pyrenees, we could not assess the potential effect of this mountain
as a barrier to gene flow. The absence of (or weak) gene flow disrup-
tion associated with western Pyrenees in this study may therefore
suggest that this mountain may not impede dispersal or that R. fer-
rumequinum uses the shoreline as corridor along both the Atlantic
and Mediterranean edges of the Pyrenees, where altitude is lower
than 500 m, as has been seen for migratory birds (Galarza & Telleria,
2003). The situation is different from another Rhinolophus species,
R. hipposideros, where the Pyrenees most likely act as a strong bar-
rier (Daol et al,, 2013), Future genetic and ecological studies includ-
ing dense sampling from both sides and all along the Pyrenees are
now required to assess whether R, ferrumequinum movements and
genetic mixing are restricted by mountains,

In the absence of important landscape barriers such as seas or,
potentially, mountains, we showed that R, ferrumequinum is able to
move over hundreds of kilometers, as exemplified by the low lev-
els of genetic differentiation observed at large geographical scales,
the inference of significant migration rates between the western
French-5panish Basgue maternity colonies, and the high levels of re-
latedness observed between individuals sampled in distant colonies.

These results also revealed the high genetic mixing that oc-
curs at large scale between R. ferrumequinum western French and
Spanish Basque colonies. Several demographic processes may un-
derlie this genetic mixing. First, mating dispersal at large distance
would lead to extracolony copulations and to the relaxation of
colonies' genetic borders (Veith, Beer, Kiefer, Johannesen, & Seitz,
2004). Second, because we also found high levels of relatedness
between juveniles (under two years old) sampled at considerable
distances jup to 861 kmy), natal dispersal ([one-way movement of ju-
veniles during their first year, from their colony of birth to another)
and/or movements of adults from one maternity cclony to another
between two consecutive reproduction events (years) are also po-
tential mechanisms shaping genetic mixing. These alternatives are
still difficult to evaluate due to a lack of knowledge with regard to
R. ferrumequinum mating behaviar (where and when) and dispersal,
in particular the one of males. Ringing data from R. ferrumequinum
fram across Europe suggest the species is mostly sedentary but with
occasional movements over 100 km. Indeed, although rare, there
are documented movements of 180 km in Spain, 320 in Hungary
{reviewed in Hutterer, Ivanova, Meyers-Cords, & Rodrigues, 2005),
and 500 km in France (Saint Girons, 1973}, clearly demonstrating
the species is occasionally able to mowve over large distances. In the
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future, long-term capture-mark-recapture surveys of adults and ju-
veniles could provide invaluable information to assess the relative
importance of mating, natal, and breeding dispersal in the genetic
mixing of colonies within management units. Given the scale at
which the species is suspected to move given the available ringing
data and our current genetic results (weak population structure), it
would be important to monitor sites (for recaptures) not only close
to the ringing sites but also several hundreds of kilometers away.
This will make these studies, which would ideally be long-term stud-
ies, logistically challenging.

4.3 | Differences in the functioning of central-
peripheral and island-continental colonies

Our results revealed contrasting patterns of genetic structure within
and between populations when comparing R. ferrumequinum west-
ern French-5Spanish Basque population with colonies from Tunisia,
England, and northern France ("MON"], In these latter colonies,
we detected lower levels of genetic diversity (H, up to 20% lower)
and smaller estimates of & {4Ncp: up to half the size) than in the
wastern French-Spanish Basque population, They were also more
genetically differentiated than the western French-Spanish Basgque
ones, as revealed by Fp estimates and isolation by distance and clus-
tering analyses. Some of these particular colonies might be insular
(England), but are commanly located near the edge of R. ferrumequi-
num distribution range. Contrasting levels of genetic diversity be-
tween insular and continental populations are common in animals
(Frankham, 1995, 1995, 1994) and have already been cbserved
between England and the continent in several bat species such as
R. ferrumequinum [Rossiter et al., 2000), Myotis bechsteinii (Wright
et al., 2018), R. hipposideros (Dool et al., 2013), Plecotus oustriacus
(Razgour et al., 2013), and Eptesicus serotinus (Moussy et al., 2015),
The contemporary isolation of colonies from UK with the continent
might have maintained higher levels of genetic drift, as shown by the
lowe N, estimates, which reinforces their vulnerability (Mewman &
Pilson, 1997). These colonies may face stochastic reduction of ge-
netic diversity that could limit their evolutionary potential, in par-
ticular in the face of environmental changes.

More surprisingly, the northern French colony at Montreuil-sur-
Mer ("MON") exhibited genetic patterns that were similar ta those
observed in the English colonies {lower level of genetic diversity,
smaller effective population size, and higher levels of genetic dif-
ferentiation compared to the other western French-Spanish Basque
colenies). This colony was also the only one that exhibited a high
proportion of strongly related individuals. Overall, these results
suggested that this colony experienced strong genetic drift, due to
a small effective population size and limited gene flow with other
western French-5Spanish Basque colonies. This situation could be ex-
plained by a lack of favorable habitat surrounding the colony, leading
to limited dispersal and reduced extracolony mating. It could also be
explained by the location of the calony at the narthern limit of B. fer-
rumequinum distribution range (central-margin hypothesis, Eckert et
al., 2008). Indeed, we observed asymmetric gene flow from the core
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to the edge of the western French-5panish Basque population, We
also detected a decrease of effective population size and genetic
diversity and an increase of genetic differentiation while moving
further away from the care (source-sink functioning). Finer popu-
lation genetics and landscape analyses in north-eastern France and
in Belgium should assess whether this pattern can be extrapolated
to all colonies located within this northern limit of R. ferrumequinum
distribution range or whether it is very specific to this colony.

The last particular situation emphasized in this study concerned
Tunisia. The level of genetic diversity detected in this colony was
close to the levels observed in the western French-5panish Basque
colonies, but private allele richness was higher. Moreover, this
Tunisian colony exhibited a signature of demographic expansion,
although we have to be cautious with this result as the confidence
interval of the estimated time since the expansion started was ex-
tremely large. Larger and denser sampling of colonies of R. ferru-
megquinum from Morth Africa would be necessary to assess whether
it might apply to all colonies located on this southern part of the
Mediterranean Sea.

4.4 | Implications for conservation

In this study, we have shown that connectivity, genetic diversity
levels, and effective population size are high and homogeneous in
the western French-5panish Basque population, when excluding
the narthern French colony "MOMN." Therefore, the French Poltou-
Charentes region does not need to be considered as a manage-
ment unit by itself. We rather recommend considering the large
population as a unique management unit, The development of new
partnerships or the reinforcement of existing ones between NGOs
fram different neighbaring countries (Spain, France) and French
administrative regions are needed to improve the knowledge and
conservation of this (and other) bat species in France. This large
population could be resilient to local disturbance because of its
strong interconnection between colonies, However, we cannot ex-
clude that some particular colonies within this population might be
vulnerable, It is therefore still impartant to pursue colony surveys
at local scales and also to standardize monitoring procedures at
the national and international scale {Battersby, 2010). Our sam-
pling scheme did not enable us to identify the eastern bhounda-
ries of this population or to test for large geographical barriers to
gene flow. It would require more sampling in Eastern France and in
neighboring countries (e.g., Belgium, Germany, Luxembourg, and
Switzerland). In the future, this delineation and inference of bat
population demography might be of particular importance as R.
ferrumequinum experienced severe declines there, so that some
populations might be at higher risk of extinction and deserve spe-
cial management attention (see Ransome & Hutson, 2000).

We have also shown in this study that peripheral colonies are
genetically poorer than those at the core range, because of genetic
drift, low gene flow, and small effective population size. Thus, these
colonies are more vulnerable to extinction and deserve particular
management efforts. Interestingly, these colonies located at the

edge of the species range are genetically divergent and may harbor
some genetic and phenotypic variability that could be important for
adaptation to global changes (Lesica & Allendorf, 1995). For exam-
ple, these colonies may play a key role in the face of climate change
by facilitating species range shift northward (Rebelo, Tarroso, &
Jones, 2010),

Lastly, our results advocate for paying particular attention to
mating territories and to movement pathways that enable extracol-
ony mating. Conservation programs should include the identification
and protection of mating site and their associated habitats, and the
maintenance of connected and structured semi-open habitats (j.e..
mosaic landscapes of broadleaf woodland and grassland connected
with tree lines) that are needed for bats to complete their yearly life
cycle. Further collaborations between NGOs and academics are re-
quired to evaluate these relationships between landscapes, move-
ments at different scales, mating, and genetic mixing, through the
development of joint ecological and genetic approaches.
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Résumé

Dans cette étude nous avons utilisé une
approche de génétique des populations
pour déterminer la diversité et la
structure génétique ainsi que |'histoire
démographique des populations
du Grand rhinolophe (Rhinolophus
ferrumequinum) dans |I'Ouest de son
aire de répartition. Nous avons mis en
évidence une unique grande population
a forte diversité génétique couvrant la
France et le Pays basque espagnol, et
de plus petites populations a moindre
diversité génétique en périphérie de
l'aire de répartition, en Angleterre
et au Nord de la France. Leffectif de
I'ensemble des populations identifiées
est historiquement stable, voire en
expansion pour la colonie Tunisienne.
Nos résultats soulignent l'importance
des collaborations nationales et
internationales pour la conservation



du Grand rhinolophe - les frontiéres
administratives régionales ne
correspondant pas a la réalité biclogique
du fonctionnement des populations.

Introduction

Le Grand rhinolophe est une espéce de
chiroptére insectivore particuliérement
exigeante vis-a-vis de la configuration du
paysage dans lequel elle se déplace. Sa
feuille nasale concentre les ultrasons de
hautes fréquences (environ 80 kHz) qu'il
érmet en un faisceau trés étroit ce qui lui
permet de détecter des détails trés fins.
Cette particularité lui confére de grands
avantages pour la chasse, mais les hautes

Stochasticité environnementale

fréquences s'atténuant rapidement dans
l'air, le Grand rhinolophe posséde une
courte distance de détection, de l'ordre
d'une dizaine de métres. Il semble donc
avoir besoin d'évoluer dans un paysage
hétérogéne et structuré, comme les
bocages (champs ou prairies clos par des
haies) ou il utilise des points de repéres
pour se déplacer. Pinaup et al. (2018) ont
ainsi récemment montré que le Grand
rhinolophe ne franchissait pas une trouée
de plus de 50 métres durant ses activités
de chasse. Un paysage tel qu'une grande
zone agricole sans repéres ou de grandes
infrastructures de transport pourraient
donc constituer des barrigres & ses
déplacements et engendrer un isolement
des colonies. Les individus de différentes
colonies ne pouvant plus se rencontrer et se

Isolement
Mortalité

Diminution
de la taille
de la population

Conséquences
démographiques
Augmer
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reproduire a cause de ces barrieres, chaque
colonie va constituer une population, plus
petite que la population initiale. Or la taille
de la population est un facteur primordial
de la pérennité d'une population car plus
elle diminue, plus le risque d'extinction
augmente (FrankHam 1996 ; Gitein & Soule
1986) : c'est ce gu'on appelle le vortex
d'extinction (Figure 1).

Une conséquence négative majeure est la
perte de diversité génétique. Une perte de
diversité génétique implique un risque plus
elevé pour les nouveau-nés de recevoir
des alléles récessifs délétéres et ce risque
est d'autant plus élevé lorsque la taille de
la population est tellement réduite que
les individus ne peuvent se reproduire
quentre apparentés (consanguinité). Cela
peut engendrer une baisse de fécondité
ou/et une augmentation de la mortalité des
juvéniles (Kewer & WaLter 2002). De plus, une
perte de diversité génétique engendre une
baisse, voire une disparition, du potentiel
adaptatif nécessaire pour faire face aux
changements globaux (Franktam 2005). I
est donc essentiel d'identifier la structure
génétique des populations, de déterminer
leur diversité génétique et d'étudier leur

0 10 20 30 40km
™ e
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connectivité pour pouveoir mettre en place
des programmes de conservation adaptés
aux différents niveaux de wulnérabilité
des populations. Les effectifs du Grand
rhinolophe sont hétérogénes en France,
avec une concentration importante dans
I'Ouest de la France (Bretagne, Pays de
la Loire, Centre-Val-de-Loire, MNouvelle-
Aguitaine) qui regroupe 46 % des effectifs
hivernaux et 37 % des effectifs estivaux
(SFEPM 2014). La région Nouvelle-Aquitaine
accueille ainsi I'une des plus importantes
populations hibernantes (16200 individus,
22 % des effectifs nationaux) et estivantes
(7400 individus, 15 9% des effectifs
nationaux) de France. Cette région porte
donc une responsabilité importante dans
la conservation du Grand rhinolophe a
I'échelle nationale.

Dans ce contexte, |'objectif de notre étude
estde mieuxcomprendre le fonctionnement
de cette population en apportant des
éléments sur (i) la santé génétique des
colonies : quelle est la diversité génétique
des colonies ? Trouve-t-on des signatures
de consanguinité ? (i) la connectivité des
colonies : certaines colonies sont-elles

isolées 7 Si oui quelles sont les barrigres




aux déplacements des individus ? {iii) la
taille des populations : quelle est la « taille
génétique » (aussi appelée « taille efficace »)
des populations de Grand rhinolophe ?
Détecte-t-on des signatures de déclin ou
d'expansion récents dans les données
génétiques ? Ces éléments permettront
d'apporter des informations pertinentes en
terme de conservation des populations de
Grand rhinclophe sur le territoire francais.

Matériel et méthodes

Nous avons utilisé 864 prélévements de
patagium de Grand rhinolophe (Encadré 1)
collectés dans 24 colonies de maternité
en France (partenaires associatifs, LabEx
Ecofect et LBBE, ét& 2016 a 2018), 28
d'une colonie de maternité du Pays Basque
espagnal (Inazio Garin, 2012), 36 de deux
colonies de maternité anglaises (Fiona
MatHEws, été 2018) et 22 d'une colonie de
maternité tunisienne (SEBASTIEN PUECHMAILLE,
été 2012) (Figure 2).

Encadré 1
Choix du matériel biologique
pour des analyses de génétique des populations de chiroptéres.

ou
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Cet échantillonnage en cercles croissants

permet de décrire la diversité etla structure
génétiqgue des populations de Grand
rhinolophe & différentes échelles, locale,
régionale et internationale, et d'inclure de
potentielles barrigres géographiques aux
mouvements (zones agricoles, autoroutes,
fleuve, montagne, mer).

Les chauves-souris ont été capturées a
l'aide d'un « Harp-Trap », puis placées
dans un sac de contention avant d'étre
identifiées, pesées, sexées, mesurées puis
relachées. Léchantillonnage comprend
un individu dont le sexe et 'dge n'ont pas
été reportés, 887 femelles (789 adultes,
91 juvéniles, sept dont l'4ge n'a pas été
déterming), et 62 males (19 adultes, 39
juvéniles et quatre dont 'age n'a pas été
déterminé).
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Résultats

(i) - Diversité génétique,
consanguinité et
apparentements

Nos résultats montrent que la diversité
génétique est élevée et homogéne au
Pays Basque espagnol et en France, a
I'exception de la colonie de Montreuil-
sur-Mer ('MON’, Pas-de-Calais) olu la
diversité génétique est plus faible. Nous
observons également que le niveau de
diversité génétique des colonies anglaises
et tunisiennes est plus faible que celui
détecté sur les colonies continentales
(Figure 3).

De plus, nous navons pas détecté de
signature significative de consanguinité au
sein des colonies étudides.

Enfin, lanalyse de la distribution du
coefficient d'apparentement r intra-
colonie montre que chague colonie
est composée en trés grande majorité
d'individus non-apparentés (r = 0, Figure
4) et d'une proportion décroissante
d'individus apparentés. Seule la colonie
du Pas-de-Calais & Montreuil-sur-Mer
(‘'MON’) montre une proportion uniforme
d'individus apparentés et non-apparentés
(Figure 4).

Le coefficient d'apparentement r entre
individus de colonies différentes nous
indique de forts apparentements (r >
0.5) entre colonies €loignées de 2 a 861
km (Figure 5). Ces forts apparentements
impliquent 537 femelles, 33 méles et un
individu dont e sexe n'a pas été déterminé.
La majorité des femelles impliquées
sont adultes (474 adultes, 59 juvéniles et
4 indéterminées), ce qui n'est pas le cas
pour les males (12 adultes, 19 juvéniles,
deux indéterminés).



(ii) - Analyses démographiques

Nous n‘avons pas détecté de changement
démographique (déclin ou expansion)
significatif dans les colonies étudiées de
France et d'Angleterre. Ceci indique que
les effectifs « génétiques » de ces colonies
peuvent étre considérés comme stables.
Nousavons pu estimer lestailles génétiques
de ces colonies, ce qui a révélé des « tailles
efficaces » environ deux fois plus faibles en
Angleterre et dans la colonie du Nord de
la France (Montreuil-sur-Mer, ‘MON’) que
sur le continent.

Nous avons mis en évidence une signature
d'expansion démographique significative
dans la colonie Tunisienne ('GHA'). Nous
navons pas pu dater cette expansion
par mangue de puissance statistique car
l'intervalle de confiance estimé varie de
1 4 11 000 générations, c'est-a-dire de
quelques années au dernier maximum
glaciaire environ.

(iii) - Différenciation génétique
entre colonies

Nos résultats montrent I'existence de
trois groupes genétiques : (i) les colonies
de France et du Pays Basque espagnol
(appelées ‘continentales’ par la suite),
(i) les colonies anglaises et (i) la colonie
tunisienne. La différenciation génétique
(FST) entre les colonies anglaises,
tunisiennes et les colonies continentales
est trés élevée (FST Angleterre- continent
= 10 %, FST Tunisie-continent = 12 %)

La différenciation génétique est faible sur
le continent (indices de différenciation FST
inférieurs & 3 %). Seule la colonie ‘MON’
(Montreuil-sur-Mer, Pas-de-Calais) montre
une différenciation génétique forte avec
les autres colonies continentale (3.49 % <
FST < 6.46 %). Cette différenciation entre
'MON' et les autres colonies de France
est aussi élevée que la différenciation
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génétique observée entre les colonies
d'’Angleterre (FST = 5.4 %).

Nous avons réalisé une estimation plus
fine des taux de migration génétique
(mouvements ayant conduit a la
reproduction d'individus provenant de
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colonies différentes). Cette analyse a
révélé l'absence de migration génétique
entre les trois groupes précédemment

déterminés (Continent, Angleterre,
Tunisie), et des événements de migration
génétique unidirectionnels au sein du
continent. La reproduction entre individus
de colonies différentes semble se produire
entre Grands rhinolophes migrant de
la France vers le Pays Basque espagnol
(‘'LEZ’) ou des colonies frangaises vers celle
de Montreuil-sur-Mer ('MON’) (Figure 6).

Discussion

Notre étude a révélé que les colonies
de Grand rhinolophe échantillonnées en
France et au Sud-Ouest des Pyrénées
(Pays Basque espagnol) forment une
unique et large population, malgré
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les différentes potentielles barriéres
paysagéres présentes (fleuve, montagne,
fragmentation des surfaces boisées). Cette
population est délimitée au nord par la
Manche et trés probablement au sud par la
Mer Méditerranée, bien qu'un passage par
le détroit de Gibraltar ne puisse pas étre
totalement exclu. Cette population montre
une bonne santé génétique car la diversité
génétique y est élevée et aucune signature
de consanguinité n'y est observée, ce qui
permet d'écarter un risque d'extinction
di a des phénomenes génétiques. Des
échantillons dans |'Est de la France et pays
limitrophes sont requis pour identifier la
limite est de cette population, et pour
déterminer si les massifs montagneux
que l'on y rencontre (Vosges, Alpes, etc.)
jouent un réle de barriére avec les autres
populations de I'Europe continentale.

Grace a ces résultats d'analyses



m=0.292 I:U 019)

= 0.270 (0.028)

GHA

génétiques et aux analyses préliminaires
des données de captures-recaptures
des Grands rhinolophes transpondés en
Nouvelle-Aquitaine et régions limitrophes,
nous savons désormais que juvéniles,
adultes, méles et femelles se déplacent
sur de longues distances au sein de cette
réegion et dans les régions voisines (M.
LeucHtmany & O. Fuep-Copaccion, 2019).
Ce résultat peut sembler contradictoire
avec les précédentes données de Pinaup
et al. (2018} qui montraient a l'échelle
de la colonie une forte diminution de la
probabilité de déplacement du Grand
rhinclophe face a des ruptures de la
connectivité paysagére - suggérant gue
les modalités de déplacement différent
selon les activités (chasse, reproduction,
etc.). Ainsi, le Grand rhinolophe prendrait
plus de risque face aux absences de
« repéres paysagers » structurants lors de
ses grands déplacements inter-saisonniers
que lors de ses déplacements vers ses
terrains de chasse autour de la colonie.

Toutefois, notre échantillonnage ne
permet pas de tester I'hypothése selon
laquelle les Pyrénées constituent une
barrigre aux flux de génes, du fait de
I'utilisation possible de corridors sur les
cotes Atlantiques et Méditerranéennes.
Un meilleur échantillonnage de part et
d'autre des Pyrénées permettrait d'obtenir
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des éléments de réponse.

D'un point de vue démographique, nous
avons montré que la taille génétique de
cette population continentale Franco-
Basque est stable. Cependant il est trés
délicat de convertir la « taille génétique
efficace » en nombre total d'individus
adultes du fait de nombreux biais (LuikarT
et al, 2010; VonHor et al, 2008). Selon
les paramétres utilisés, nos estimations
varieraient entre 4135 et 41352 individus
adultes. Celles-ci sont inférieures aux
estimations réalisées en période estivale en
France -47600individus maisen prenanten
compte adultes et juvéniles (Coordination
Chiroptéres Nationale SFEPM - VincEnT S.
(Coord)), 2014). L' approche génétique est
donc complémentaire de celle des suivis
par comptage des individus et colonies et
I'une ne peut pas se substituer a l'autre.
Ainsi, nos résultats soulignent I'importance
d'approfondir les connaissances sur la
délimitation des populations du Grand
rhinolophe, et plus généralement des
chauves-souris, car celles-ci ne suivent
pas les frontieres administratives et
leur conservation peut nécessiter des
collaborations  inter-régionales  voire
internationales. De plus, nousavonsmontré
que la colonie du Pas-de-Calais Montreuil-
sur-mer ('MON') - bien qu'intégrée dans la
grande population continentale - posséde
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un fonctionnement particulier. Sa diversité
génétique plus faible, sa différenciation
génétique plus élevée et son niveau
d'apparentement intra-colonie plus fort
suggeérent que cette colonie est plus petite,
plus isolée et donc plus vulnérable. Cette
situation pourrait étre due a un manque
d'habitats favorables aux alentours de
la colonie, et/ou a sa situation en limite
d'aire de répartition de l'espéce (Eckert
et al., 2008). Cette colonie nécessite donc
une attention particuliere en termes de
conservation et |'étude des relations entre
les colonies proches de '"MON' serait une
piste intéressante a creuser.
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CHAPITRE II. Mise au point et optimisation
d’une approche de metabarcoding pour
I’étude du régime alimentaire de chauve-souris
insectivores : identification simultanée des

proies et du prédateur
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1. Contexte et objectif du chapitre

Les chauves-souris insectivores sont particulierement sensibles a I'abondance et la qualité de
proies disponibles par leurs besoins énergétiques élevés pour voler, hiberner et s’occuper de
leur progéniture. Par exemple les femelles Molosses du Brésil (Tadarida brasiliensis) peuvent
consommer une quantité de proies équivalente a 73 % de leur masse par nuit en période de
lactation (Kunz, Whitaker, et Wadanoli 1995). Une connaissance approfondie du régime
alimentaire de ces chiroptéres est nécessaire pour mettre en place et évaluer les mesures de
conservation, qui pourraient cibler une meilleure protection de I'habitat de chasse ou des

préconisations en termes de réductions de pesticides sur les territoires de chasse protégés.

Cependant, la caractérisation précise du régime alimentaire des chauves-souris insectivores
est un réel challenge car ces dernieres sont difficilement observables en chasse et se
nourrissent de proies pouvant étre minuscules et impossibles a identifier de nuit. De plus, de
nombreuses espéces de chauves-souris sont menacées et donc protégées, de sorte que les
méthodes invasives ne peuvent pas étre utilisées pour effectuer des analyses de régime
alimentaire. Jusqu’a récemment, la méthode classique d’étude du régime alimentaire reposait
sur I'identification morphologique des restes de fragments durs des proies (ex : élytres, tarses,
antennes) retrouvés dans les féces (Figure 21) (Kurta et Whitaker 1998; Jones 1990; Hayes et
al. 2019; Kervyn et al. 2012). Cette méthode d’analyse peut étre trés chronophage et nécessite
de faire appel a des experts en taxonomie si I'on souhaite atteindre une identification
taxonomique précise des arthropodes correspondant aux fragments observés. L’identification
n’est généralement possible qu’a I'ordre ou a la famille, et elle n’est pas exhaustive puisque
les parties molles des individus sont digérées et donc inaccessibles a |'observateur (ex :

chenilles) (Clare et al. 2009).
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Figure 21. Photographie de fragments d’arthropodes (A, B,
(Figure issue de Clare et al. 2009).

L'application d’approches moléculaires de séquencage de nouvelle génération aux études de
régime alimentaire permet aujourd’hui de pallier a certains de ces problemes. C'est ce qu’on
appelle le « metabarcoding », c’est a dire la description qualitative de ’ADN d’organismes
différents présents dans un méme échantillon (Taberlet et al. 2012). Les organismes sont
identifiés par une courte région de I’ADN, appelée code-barres ADN, dont la séquence est
propre a chaque espéce. Le code-barres ADN généralement utilisé pour identifier les animaux
a partir de leur ADN est une portion d’ADN mitochondrial de 658 paires de base (pb)
provenant d’un géne appelé cytochrome oxydase 1 (COI) (Andujar et al. 2018). La séquence
de ce géne a la particularité de beaucoup varier entre espéces mais pas ou peu au sein de
I'espece (Hebert et al. 2003). Cependant, ’ADN contenu dans le guano est souvent dégradé
en courtes séquences ce qui rend difficile voire impossible de déchiffrer la totalité de la
séquence de 658pb du COIl. Pour ce type d’échantillon, on se contente de séquencer un
fragment court (inférieur a 200pb) qui doit idéalement conserver un pouvoir de discrimination
a I'espece et pour des organismes trés différents : on parle alors d’'un « minibarcode ADN

universel » (Hajibabaei et al., 2006; Pompanon et al., 2012). Apres séquengage, le déchiffrage
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des multiples codes-barres ADN contenus dans un méme échantillon est réalisé en
interrogeant des bases de données publiques de séquences de référence qui ont été
alimentées par le travail conjoint de taxonomistes et de biologistes moléculaires. Grace a ces
bases de données et a I'avenement du séquencage a haut-débit, il est aujourd’hui possible de
déterminer rapidement et avec fiabilité les espéces présentes en mélange a partir
d’échantillons environnementaux tels que l'eau, le sol, les déjections et bien d’autres
préléevements susceptibles de contenir de I’ADN (Bohmann et al. 2014). Cependant, le
metabarcoding est sujet a de nombreux biais biologiques et techniques a chaque étape de son
processus (collecte sur le terrain, analyses de laboratoire et bio-informatique). En effet, le
stockage dans de mauvaises conditions, les contaminations, les inhibiteurs et la stochasticité
de la PCR, ainsi que la création de chimeres sont des biais communs qui influencent la fiabilité
des résultats (pour une revue voir Alberdi et al. 2019). De nombreuses études
méthodologiques ont été réalisées pour limiter certains de ces biais et fournir des lignes
directrices pour |'élaboration de protocoles de metabarcoding, comme par exemple l'inclusion
systématique de réplicas techniques et de contréles négatifs (Alberdi et al. 2018; Corse et al.

2017; Elbrecht et Steinke 2019; Galan et al. 2016; Mata et al. 2018).

L'analyse par metabarcoding de I'ADN contenu dans les guano de chauve-souris a été
développée (i) pour mieux comprendre |'écologie de la chauve-souris (Arrizabalaga-Escudero
et al. 2015; Clare et al. 2014), (ii) pour mettre en évidence les services écosystémiques
potentiels fournis par les chauves-souris en tant que suppresseurs de ravageurs de cultures
(Aizpurua et al. 2018; Maslo et al. 2017b), et (iii) pour mettre en place des stratégies de
conservation efficaces (Arrizabalaga-Escudero et al. 2015). Or, la plupart de ces études ont
utilisé des amorces spécifiques aux arthropodes car I'amplification de I'ADN de prédateur est

supposée réduire la sensibilité de la détection de I'ADN des proies (Pompanon et al. 2012;
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Vestheim et Jarman 2008). Les auteurs utilisent classiquement des combinaisons d'amorces
et des méthodologies différentes pour identifier les espéces de chauves-souris d'une part et
les arthropodes de I'autre (par exemple, Bohmann et al., 2011; Van den Bussche et al., 2016).
Cela pose deux problemes majeurs lorsque I'on travaille avec du guano récolté sur le sol des
colonies. Premierement, il est trés courant que plusieurs especes de chauves-souris
cohabitent (Ashrafi et al. 2010; Berthier, Excoffier, et Ruedi 2006; Dietz, Pir, et Hillen 2013a),
dont des espéces cryptiques (Filippi-Codaccioni et al. 2018), et deuxiemement le guano n'est
pas facilement reconnaissable entre les especes de chauves-souris. Il est donc essentiel, d'une
part d'étre capable d’identifier les especes de chauves-souris pour éviter |'assignation de
proies aux mauvaises especes de chauves-souris par erreur et d’autre part pour éliminer les
échantillons de guano contaminés par les feces d'autres especes de chauves-souris ou
d’especes insectivores (ex : oiseaux).

Un biais technique majeur a considérer dans les études de metabarcoding concerne le
choix des amorces. En effet, le fragment d'ADN ciblé doit étre suffisamment variable pour
discriminer les especes proches, mais également abondamment référencé dans des bases de
données de séquences publiques pour permettre l'identification des séquences obtenues. Or,
bien que le nombre d’études sur le choix des amorces soit croissant, a ce jour aucun consensus
n’‘existe et les différentes études de comparaison d’amorces adoptent des méthodes

contrastées (Encadré 5).
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Analyse in silico

o

Communauté artificielle

Echantillon environnemental

Une analyse in silico désigne une recherche effectuée au
moyen de modeles informatiques. Dans le cadre du
metabarcoding elle est basée sur des séquences ADN
disponibles dans les bases de données publiques. Le
graphique ci-gauche illustre un alignement de 21 séquences
consensus d’ordres d’arthropodes (en ligne, axe Y) pour la
création d’amorces, chaque couleur représente un
nucléotide.

Une communauté artificielle est un mélange artificiel de taxa
identifiés morphologiquement au préalable. Elle simule un
repas dont la composition est connue. Cela permet de tester
la sensibilité (« est-ce que je détecte tous les taxons ? ») et
la résolution (« a quel rang taxonomique est-ce que je les
identifie ?») du/des couples d’amorces.

Un échantillon environnemental est un échantillon
prélevé dans I'environnement qui ne nécessite pas
la capture de I'individu (ex : eau, sol, féces) et dont
la composition est inconnue.

Encadré 5. Méthode d’analyses pour la comparaison d’amorces en metabarcoding.

Ainsi, certaines études se focalisent uniquement sur des comparaisons in silico (Marquina,

Andersson, et Ronquist 2019), sur des communautés artificielles (Braukmann et al. 2019), ou

sur de « vrais échantillons » (Esnaola et al. 2018; Rytkonen et al. 2019). D’autres combinent

des comparaisons in silico et de communautés artificielles (Elbrecht et Leese 2017), ou des

comparaisons de communautés artificielles et de « vrais échantillons » (Galan et al. 2018;

Jusino et al. 2018). A notre connaissance aucune étude ne combine les trois approches sur des

couples d’amorces variés. Or, les recommandations issues de ces études comparatives sont
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tres contrastées. Certains auteurs recommandent I'utilisation conjointe de plusieurs couples
d'amorces du géne COI (Corse et al. 2019; Esnaola et al. 2018) ou de plusieurs génes dont
I'ADNr 16S mitochondrial et le COI (Alberdi et al. 2018; Bohmann et al. 2018), afin d'accroitre
la gamme du spectre taxonomique des proies détectées. Par exemple, Esnaola et al. (2018)
ont montré que la combinaison des amorces proposées par Zeale et al. (2011) et Gillet et al.
(2015) permet de détecter 37,2% d’espéces en plus que le couple d’amorces de Gillet seul.
Cependant, la combinaison de plusieurs couples d’amorces augmente considérablement non
seulement le co(t financier, mais également la durée des travaux de laboratoire et des
analyses. Dans ce contexte, |'utilisation d’un seul couple d’amorces hautement dégénéré est
potentiellement trés prometteur. Certaines études ont mis en évidence I'efficacité des
amorces dégénérées (Elbrecht et Leese 2017; Vamos, Elbrecht, et Leese 2017; Galan et al.
2018). Des bases dégénérées sont utilisées aux positions ou des disparités sont observées
entre les séquences de taxa variés (mismatch). Grace aux mélanges de bases a certaines
positions de la séquence d'amorce, I'amorce dégénérée correspond a un mélange de plusieurs
versions différentes d'amorces pour les mémes positions, ce qui permet I'amplification et
I'identification de différents taxons. Cependant, les amorces dégénérées doivent étre
soigneusement congues, car des niveaux élevés de dégénérescence peuvent entrainer des

taux élevés d'amplification non ciblée (Innis et al. 2012).

Dans le cadre de ce travail, nous avons dans un premier temps développé une
approche de metabarcoding qui soit capable d’identifier simultanément pour des centaines
d’échantillons 'ensemble des especes de chauve-souris de Nouvelle-Aquitaine et leurs proies.

Dans un second temps, nous avons optimisé cette méthode pour I'étude spécifique
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d’échantillons collectés dans des colonies mixtes de Grand rhinolophe et de Murin a oreilles

échancrées, notamment par la recherche du/des couple(s) d’amorce(s) optimal(aux).

2. ldentification simultanée des especes de chauve-souris
francaises et de leurs proies

2.1. Méthodologie
Nous avons développé une approche de metabarcoding en two-step PCR (Polymerase Chain
Reaction) (Figure 22). La premiére PCR sert a amplifier le fragment d’intérét et la seconde PCR
sert a indexer les échantillons avec des étiquettes moléculaires uniques. Cette technique

permet de multiplexer des centaines d’échantillons sur un méme run de séquencage.

118



Amorce PCR1 w > PCR1 (40 cycles): Amplification du fragment
forward 3 o d’ADN cible
5 8
M =n
o g
Amorcede 4, 5 =
|
séquencage lllumina (=1

ADN cible
L1 3
iy 3 Amorce de
5 a séquencage lllumina
T
M =
o o
F E Amorce PCR1
& & reverse
Amorce PCR2 PCR2 (8 cycles): indexage des échantillons
index P5
Adaptateur
P5
Index i5 it
N — A
“Index i7
Adaptateur

P7

Amorce PCR2
index P7

Produit PCR a séquencer

Produit de PCR2

Figure 22. Schéma du fonctionnement de I'approche en Two-step PCR. PCR1 : hybridation
des amorces gene-spécifiques et de I'amplicon. Chaque amorce est constituée d’une
séquence geéne-spécifique (en bleu) en 3’ qui permet I'hybridation a I’ADN cible, et d’une
extrémité universelle overhang (en vert) en 5°. A la fin de la PCR1, chaque amplicon posséde
a ses extrémités les séquences des amorces de séquencage lllumina (en vert) qui sont (1)
utilisées comme linkers a la PCR2 et (2) utilisées comme site d’hybridation des amorces de
séquencage lors du run MiSeq. PCR2 : hybridation des amorces d’indexage et de I'amplicon.
La partie en 3’ de chaque amorce (en vert) permet I'hybridation aux produits PCR1. A la fin
de la PCR2, les amplicons possédent a leurs extrémités les séquences des adaptateurs P5 et
P7 lllumina (en orange), les index de multiplexage (en rouge) et les séquences

complémentaires aux amorces de séquengage Illumina (en vert). D’apres Galan et al. 2018.
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Chaque extrait d’ADN a été amplifié et séquencé sur MiSeq en triplicat, et chaque run de
séquencage inclut des controles positifs et négatifs. Ces réplicas techniques permettent de
confirmer la présence d’un taxa dans un échantillon et d’éviter les faux-positifs (espéce
détectée comme présente alors qu’elle ne I'est pas) (Alberdi et al. 2018). Apres filtrage grace
aux différents controles et réplicas, les séquences ont été comparées a celles renseignées dans
BOLD pour le COl et GenBank pour le 16S, et attribuées a un taxon avec un critére de confiance

modifié d’apres Razgour et al. (2011).

2.2. Validation par |'utilisation de communautés artificielles

Nous avons testé la capacité de notre méthode de metabarcoding a identifier différents ordres
d’arthropodes en réalisant des mélanges d’insectes (communautés artificielles), identifiés au
préalable par des entomologistes du CBGP, pour simuler des repas de chauve-souris. Deux
communautés artificielles contenant des insectes d’ordres diversifiés (orthopteéres,
lépidoptéres, coléopteres, hémiptéres, dermapteres, neuroptéres et diptéres) ont été
analysées. La premiere (communauté artificielle 1) est composée de douze espéces présentes
en France et la seconde (communauté artificielle 2) de sept espéces d’autres pays. Chaque
insecte a été séquencé individuellement et en mélange (ADN de chaque insecte mélangé en
proportions égales).

Le protocole utilisé est composé de cing étapes principales (Figure 23) : extraction de I’ADN,
amplification du code-barres par PCR, séquencage, analyse bio-informatique et comparaison
des séquences a celles archivées dans la base de données BOLD (Barcode Of Life Database :
http://www.boldsystems.org/). Pour les communautés artificielles, une sixieme étape est
ajoutée (comparaison des identifications moléculaires a celles réalisées par les

entomologistes). La comparaison du séquencage individuel et en mélange permet de mesurer
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d’éventuels biais de détection de certaines especes pour les mélanges.

Echantillon
Espéces identifiées
= Extraction des ADN
T - mélangés

. . . . A -
Filtrage des données : contamination, %

erreurs de séquencage, concordance
des réplicats l

Amplification d’un court
fragment d’ADN (Two-

— U A step PCR)

Comparaison avec les bases de Séquencage : > 10° séquences
données

Figure 23. Schéma récapitulatif des cinq étapes principales du protocole de traitement des échantillons

dans le cas d’'une communauté artificielle composée de six taxa d’arthropode.

2.3. Application de la méthode a des echantillons de guano

Les chauves-souris ont été capturées dans 18 sites de Poitou-Charentes entre Juin et
Septembre 2015.

Pour chaque site, les pieges harpe ont été positionnées une nuit devant I'ouverture du gite
avant le coucher du soleil. Chaque chauve-souris capturée a été placée dans un sac en polaire
avant d’étre identifiée morphologiquement par des experts, pesée, sexée, mesurée puis
relachée. Les feces ont été prélevés soit sur I'animal pendant la manipulation, soit dans le sac
qui le contenait (Figure 24). Au total, 357 féces provenant de 16 espéces de chauves-souris

ont été récoltés, placés individuellement dans des tubes hermétiques et laissés a température
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ambiante jusqu’a extraction quelques mois apreés. Les échantillons de guano ont été analysés
avec la méme méthode de metabarcoding que les échantillons d’insectes des communautés

artificielles.

Figure 24. Prélevement de feces sur un Grand rhinolophe en main. ©N. Charbonnel

Le régime alimentaire obtenu pour chaque espéece de chiroptére a été comparé aux données
trouvées dans la littérature. Afin d’explorer la possibilité d’appliquer notre technique de
metabarcoding en agronomie et en santé publique en tant qu’outils de surveillance des
especes de ravageurs ("Chirosurveillance"; Maslo et al., 2017) et de vecteurs de maladies,
nous avons identifié parmi les arthropodes ceux considérés comme des ravageurs ou comme

des especes d’'importance vétérinaire/santé publique.

122



2.4. Principaux résultats

2.4.1. Une méthode sensible et résolutive

Pour les deux communautés artificielles analysées, nous avons identifié I'ensemble des 19
especes d’insectes incluses, que ce soit en séquencgage individuel ou en mélange. Cependant
nous avons observé que certains taxa en mélange sont détectés avec une plus grande
proportion de séquences que d’autres, malgré le mélange équimolaire de I’ADN des
différentes especes initialement réalisé. La majorité (74 %) des insectes introduits dans les
communautés artificielles ont été identifiés a I’'espéce mais certains n’ont pas pu I'étre car ils

ne sont pas référencés dans la base de données.

2.4.2. ldentification simultanée de 16 especes de chauves-souris et 290 especes
d’arthropodes

L'identification moléculaire des chauves-souris est parfaitement concordante avec
I'identification morphologique faite sur le terrain pour 238 des 336 échantillons (70.8 %). Pour
72 échantillons (21.5 %), 'identification n’a pas pu étre confirmée entre réplicas techniques a
cause d’échecs d’amplification PCR. Pour 17 échantillons (5.1 %), un mélange de deux espéces
de chauves-souris est obtenu, et pour 9 échantillons (2.7 %), I'identification moléculaire est

complétement différente de celle obtenue sur le terrain.

La composition du régime alimentaire a été décrite pour 216 échantillons, ces échantillons
remplissant les conditions suivantes: identifications morphologique et moléculaire de
I'espece de chauve-souris concordantes pour au moins un réplica technique et présence de
codes-barres ADN de proies bien identifiés et obtenus de maniere répétable entre les trois

réplicas. Au total, nous avons identifié 18 ordres d’arthropodes, 117 familles, 282 genres et

123



290 especes (Figure 25). Enfin, notre méthode a permis d’identifier une large gamme
d’arthropodes, méme a partir d’'un faible nombre de féces : 17 taxa de proies identifiés a
I'espéce a partir de huit féces de Petit rhinolophe (Rhinolophus hipposideros) et 23 taxa de
proies identifiés a I'espéce a partir de quatre féces de Murin de Natterer (Myotis nattereri).

Au total, notre jeu de données a révélé la présence de 63 espéeces de nuisibles (ravageurs,
arthropodes a impact vétérinaire/sur la santé publique) (Figure 26), dont certaines sont
d’intérét agronomique (par exemple, la noctuelle de la tomate Helicoverpa armigera, la
drosophile a ailes tachetées Drosophila suzukii ou pour la santé (par exemple, le vecteur du

paludisme Anopheles claviger et la mouche charbonneuse Stomoxys calcitrans).
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Taxons, occurrence

[x]
idae 07% .
Isopoda 0.3% .
Dicranopalpus ramesus  0.3% .
0.2% .
Daphnia magna 0.1% .

Uriionicola crassipes 0.1% .

cercles représentent les rangs taxonomiques (de I'ordre au centre a I'espéce en périphérie). La largeur attribuée a chaque taxon est proportionnelle au nombre

d’occurrences détectées.



® Araneae

= Coleoptera
Dermaptera

® Diptera

= Hemiptera
Hymenoptera

® Lepidoptera

Figure 26. Appartenance taxonomique (ordre) des 63 espéeces de nuisibles identifiées.

2.5. Discussion

Nos résultats sur communautés artificielles montrent que notre méthode est sensible car la
totalité des taxa a été détectée. Cependant, nous avons mis en évidence la présence de biais
de détection possible en fonction des especes en mélange et de leur biomasse respective. Ce
phénoméne, déja observé dans d’autres études (Pifiol et al. 2015), peut s’expliquer par des
biais d’amplification PCR (Nichols et al. 2018).

Notre méthode s’est avérée résolutive avec la quasi-totalité des taxa identifiés a I'espéce.
Trois taxa d’arthropodes des communautés artificielles montrent des identifications
équivalentes entre plusieurs especes du méme genre. Ce manque de résolution taxonomique
peut provenir d’erreurs possibles dans la base de données de référence. De plus, deux taxa
n‘ont pas pu étre identifiés car leurs codes-barres ne sont pas référencés dans la base de

données BOLD. Ces résultats mettent en évidence I'importance de I'exhaustivité des bases de
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données ol sont référencés les codes-barres ADN. Sans code-barres de référence auxquels
comparer les séquences ADN obtenues par metabarcoding, aucune identification n’est
possible. C’est pourquoi il est parfois nécessaire d’échantillonner des taxa candidats qui n’ont
pas été séquencés et renseignés, de les identifier morphologiquement avec I'aide
d’entomologistes puis de les séquencer par barcoding classique afin de mettre a disposition

ces informations dans les bases de données publiques.

Les résultats de régime alimentaire obtenus sont concordants avec les études précédentes
basées sur I'analyse microscopique des parties dures d’arthropodes présents dans le guano.
Par exemple, le régime alimentaire du Murin de Daubenton (Myotis daubentonii) est connu
pour étre principalement composé de dipteres (Vesterinen et al. 2013), ce que nous
retrouvons dans nos résultats avec 79 % des échantillons analysés de cette espéece de chauve-
souris contenant des diptéres. Notre méthode apporte cependant une meilleure résolution
taxonomique de la composition du régime alimentaire des chauves-souris puisque leurs proies
ne sont généralement décrites qu’a l'ordre ou la famille dans les analyses microscopiques
(Arlettaz, Godat, et Meyer 2000).

Les échecs d’amplification PCR observés dans certains échantillons de guano peuvent étre dus
a la mauvaise conservation des échantillons qui ont été laissés a température ambiante dans
des tubes hermétiques pendant plusieurs mois (Alberdi, Aizpurua, et al. 2019). Cela a entrainé
une forte dégradation de I’ADN par la prolifération de micro-organismes, rendant certains
codes-barres ADN impossibles a amplifier par PCR. Pour 17 échantillons (5.1 %), un mélange
de deux espéces de chauves-souris est obtenu, et pour 9 échantillons (2.7 %), I'identification
moléculaire est complétement différente de celle obtenue sur le terrain. Dans ces deux

derniers cas, le protocole d’échantillonnage pourrait également étre mis en cause. En effet,
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les sacs en tissus sont utilisés pour plusieurs captures successives, pouvant entrainer la
contamination du guano entre plusieurs especes ou I'oubli du guano dans le sac qui par erreur
entraine son attribution a la capture suivante.

Ces résultats montrent également que nous sommes capables d’identifier des chauves-souris
a l'espece a partir de leur féces, ce qui permet de mettre en place des études de régime
alimentaire qui ne nécessitent pas la capture des individus pour des analyses a I'échelle de la
colonie, et qui sont donc moins invasives et plus faciles a mettre en ceuvre. Ces résultats
soulignent également I'importance primordiale de la qualité des échantillons. Un soin tout
particulier doit étre apporté a la maniére dont sont collectés et conservés les féces pour éviter
les contaminations entre échantillons (vérification systématique du sac en tissu, prélevement
avec du matériel a usage unique avec par exemple des cure-dents) et la dégradation des

échantillons (stockage a -20°C rapidement apres collecte).
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Article 3. Metabarcoding for the parallel identification of several
hundred predators and their prey: Application to bat species diet

analysis
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1 | INTRODUCTION

DA metabarcoding has revolutionized our approaches of biodiver-
sity assessment this last decade (Taberlet, Ceissac, Pompanon,

“These authars contributed equally to this work,

Abstract

Assessing diet variability is of main importance to better understand the biology of
bats and design conservation strategies. Although the advent of metabarcoding has
facilitated such analyses, this approach does not come without challenges. Biases
may accur throughout the whole experiment, from fieldwerk to biostatistics, result-
ing in the detection of false negatives, false positives or low taxonomic resolution.
We detail a rigorous metabarcoding approach based on a short COl minibarcode
and two-step PCR protocol enabling the "all at once” taxonomic identification of
bats and their arthropod prey for several hundreds of samples. Our study includes
faecal pellets collected in France from 357 bats representing 16 species, as well as
insect mock communities that mimic bat meals of known composition, negative and
positive controls. All samples were analysed using three replicates. We compare the
efficiency of DMA extraction methods, and we evaluate the effectiveness of our
protocol using identification success, taxonomic resolution, sensitivity and amplifica-
tion biases. Our parallel identification strategy of predators and prey reduces the
risk of mis-assigning prey to wrong predators and decreases the number of molecu-
lar steps. Controls and replicates enable to filter the data and limit the risk of false
positives, hence guaranteeing high confidence results for both prey occurrence and
bat species identification. We validate 551 COIl variants from arthropod including
18 orders, 117 family, 282 genus and 290 species. Our method therefore provides
a rapid, resolutive and cost-effective screening tool for addressing evolutionary eco-
logical issues or developing "chirosurveillance™ and conservation strategies.

KEYWORDS
Arthropoda, Chireptera, environmental DNA (eDNA), false positives, high-throughput
sequencing, predator-prey interactions

Brochmann, & Willerslev, 2012). The methed is based on the high-
throughput sequencing (HTS) of DNA barcode reglons (e, small
fragments of DA that exhibit low intraspecies and high interspecies
variability), which are amplified using universal PCR primers (Hebert,
Cywinzka, Ball, & deWaard, 2003). Mowadays, recent HTS technolo-
ples generate millions of sequences concurrently. Metabarcoding

Mof Ecol Resour. 2018;1-14,
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therefore enables to characterize quickly and in a single experiment
a very large number of species present in an environmental sample,
and also to analyse simultaneously several hundreds of samples
using tags/index and multiplexing protocols (Binladen et al, 2007).
Metabarcoding has proved to be useful for a wide variety of applica-
tions (Bohmann et al., 2014; Taberlet et al., 2012).

Dietary analyses have been facilitated by the advent of metabar-
coding and its application to the analysis of faeces or stomach con-
tents  (Pompanon et al,  2012) Compared to
marphalogical analyses of remaining hard parts, a large sampling can
be processed quickly, Results are more sensitive, allowing the identi-
fication of a larger array of specimens (e.g.. juvenile life stages) and
providing a greater taxonomic resolution le.g., cryptic species might
be detected, Hebert, Penton, Burns, Janzen, & Hallwachs, 2004), In
addition, traditional molecular approaches (real-time PCRs, Sanger

traditional

sequencing) require several assays or reactions to discriminate the
different taxa present in the same sample, while a single run of
metabarcoding provides the identification of a broad range of taxa
with no a priori (Tillmar, Dell’Amico, Welander, & Holmlund, 2013).
Research on insectivorous bat dietary analyses has been ploneering
in benefiting from these advantages of DNA metabarcoding (Boh-
mann et al, 2011). Indeed, direct observations of prey consumpticn
are made difficult as these species fly and are nocturnal. Moreaver,
because many bat species are vulnerable or endangered around the
world, catching might be difficult, even forbidden during hibernation,
and invasive methods cannot be applied. Morphologic examinations
of faeces and guano have therefore initially provided important
knowledge on bat diets (Hope et al,, 2014; Lam et al,, 2013). These
methods have major limits (time-consuming, taxonomic expertise
required, low resolution and ascertainment biases due to the reject
of insect hard parts, see refs in lwanowicz et al, 2016). In particular,
identifying prey at the species level is not possible based on mor-
phological analyses of faecal samples.

Obtaining reliable and repraducible results fram metabarcoding is
nat straightforward. Several biases may occur throughout the whole
experiment, resulting in the detection of false negatives, false posi-
tives or low taxenomic resolution (Flcetola, Taberlet, & Colssac,
2016), These biases take place from fieldwork to biostatistics (see
for a review in an epidemiological context, Galan et al,, 2014). Con-
taminations occurring during sampling or in the laboratory (Champlot
et al, 2010; Goldberg et al, 2014) may be further amplified and
sequenced due to the high sensitivity of the PCR and to the high
depth of sequencing provided by the HTS, leading to further misin-
terpretations (see examples in Ficetola et al, 2014). The choice of
the DN& extraction method, the barcode region and primers may
also influence the issue of metabarcoding studies. Low efficiencies
of sample disruption, high losses of genetic material or the presence
of PCR inhibitors may lead to false-negative results (Deiner, Walser,
Machler, & Altermatt, 2015). Incorrect design of primers and unsuit-
able barcode region may prevent or bias the amplification of the tax-
onomic taxa studied, or may result in an identification at low-
resolution levels (Hajibabaei et al., 2006). In addition to these well-
known precautions required for metabarcoding studies, other

considerations need to be made, First, multiplexing samples within
HTS runs results in mis-assignments of reads after bicinformatic
demultiplexing {Kircher, Sawyer, & Meyer, 2012). The detection of
one or a few reads assigned to a given taxon in a sample therefore
does not necessarily mean this taxon is actually present in that sam-
ple (Galan et al, 2016). These errors may originate from (i) contami-
nation of tags/index, (ii) production of between samples chimera due
to jumping PCR (Schnell, Bohmann, & Gilbert, 2015) when libraries
require the bulk amplification of tagged samples or (jii} the presence
of mixed cluster of sequences (i.e, palyclonal clusters) on the lllu-
mina floweell surface. They may have dramatic consequences on the
proportion of false positives (eg, up to 2B2% of mis-assigned
unique sequences reported in Esling, Lejzerowicz, & Pawlowski,
2015), Unfortunately, read mis-assignments due to polyclonal clus-
ters during llumina sequencing are difficult to avoid and concern
0.2-0.6% of the reads generated (Galan et al, 2016; Kircher et al,
2012; Wright & Vetsigian, 2016). It is therefore of main importance
to filter the occurrence data obtained through metabarcoding experi-
ments, using both controls and replicates (Ficetola et al., 2016; Galan
et al., 2016; Robasky, Lewis, & Church, 2014). The second set of
parameters still scarcely considered during metabarcoding experi-
ments includes the sensitivity and taxonomic resolution of the proto-
col designed, They can be assessed empirically by analysing mock
communities (MC), that is, pools of DMNA belonging to different spe-
cies, hence simulating a predator meal of known composition (Pinol,
Mir, Gomez-Polo, & Agusti, 2015).

Here, we propose a rigerous metabarcoding approach based on a
two-step PCR protocol and bioinformatic analyses enabling the “all
at once” identification, potentially at the species level, of bats and
their arthropod prey for several hundreds of samples. We use faecal
pellets from 357 bats representing 16 species. Our aims are three-
fold. First, we compare the efficiency of OMA extraction and purifi-
cation methods among six available commercial kits. Second, we
design a scrupulous experimental protocol that includes negative and
positive controls as well as systematic technical replicates. They
enable to filter occurrence results (Ficetola et al., 2014; Galan et al.,
2016). Then, we evaluate the effectiveness of this protocol using a
set of criteria including the rate of identification success, taxonomic
resolution, sensitivity and amplification biases. To this end, we anal-
yse arthropod mock communities and we validate bat identifications
by comparing molecular results with morphological identifications
performed during fieldwork by experts. Third, we apply this DNA
metabarcoding protocel to identify the consumed prey of the 357
faecal bat samples analysed, and we examine our results with regard
to dietary analyses of bats previously published in the literature.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Study sites and sample collection

Bats were captured from summer roost sites between June and
September 2015 in 18 sites located in Western France (Poitou-Char-
entes). For each site, harp traps were placed one night, at the
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opening of cave or building before sunset. Each captured bat was
placed in a cotton helding bag until it was weighted, sexed and mea-
sured. Species identification was determined based on marphological
criteria. Bats were then released. All faecal pellets were collected
from holding bag and stored in microtubes at room temperature until
DMNA was extracted 45-1462 days later. Storage conditions did not
follow the recommendations described for metabarcoding studies, as
samples were initially collected for diet analyses based on morpho-
logical identifications. Authorization for bat capture was provided by
the Ministry of Ecology, Environment, and Sustainable development
over the period 2015-2020 (approval no. C692660703 from the
Departmental Direction of Population Protection (DDPP, Rhone,
France). All methods were approved by the MNHN and the SFEPM.

2.2 | Laboratory precautions and controls

Throughout the experiment, we strictly applied the laboratory prote-
cols to prevent contamination by alien DM& and PCR products. All
pre-PCR laboratory manipulations were conducted with filter tips
under a sterile hood in a DNA-free room. The putative presence of
contamination was checked at this stage and along the whole labora-
tory procedure using different negative and positive controls. Many
researches have highlighted several biases occurring at different
steps of amplicon HTS (for a detailed list, see Galan et al, 2014).
These biases can be estimated directly from data by including sev-
eral controls together with samples in the experiment (for details see
Appendix 51); negative controls for DNA extraction (NC..), negative
controls for PCR (NCpcp), negative controls for indexing (NCqge.
unused dual-index combinations), positive controls for PCR (PCpcr)
including mock communities (MC) and positive contrals for indexing
(PCoien: DMA from beluga whale—Delphinapterus leucas—used to
estimate the read mis-assignment frequency).

2.3 | DNA extraction from faecal samples

We analysed faecal pellets from 357 bats corresponding to 16 spe-
cies, Details are provided in Table 51 (Supparting information), One
pellet per individual was frozen at —80°C, bead-heaten for 2 »« 30s
at 30 Hz on a Tissuelyser (Qiagen) using a 5-mm stainless steel
bead then extracted. We randomized the 357 faecal samples
between six silica-membrane DNA extraction kits to compare their
efficiency: EZ-10 96 DNA Kit, Animal Samples (BioBasic n = 113),
Qlaamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen; n = 47), DNeasy mericon
Food Kit (Qiagen; n = 47), ZR Fecal DNA MiniPrep (Zyma; n = 48],
MNucleaSpin & Plant || (Macherey-Magel; n = 95) and NucleaSpin Sail
(Macherey-Magel: n=9). The EZ-10 96 DMNA and MucleoSpin 8
Plant Il kits provide high-throughput DNA isolation (up to 192 sam-
ples in parallel) thanks to a $6-well format unlike the other kits using
tube format. For all kits, we followed manufacturer's recommenda-
tions except for the MucleaSpin 8 Plant Il as we used the slight
madifications recommended in Zarzoso-Lacoste et al. (2017).

We compared DNA extraction kits' efficiency using three criteria:
(i) the mean number of reads per PCR obtained after sequencing; (i)

RES

the success rate of host sequencing (presence of chiropter reads
from the same variant, found repeatedly between the three PCR
replicates) and (i) the success rate of prey sequencing (presence of
variants corresponding to arthropods. found repeatedly between the
three PCR replicates). Because storage duration could have influ-
enced sequencing results, we included this variable in the statistical
models performed, The number of reads was analysed with a Gaus-
sian function and the success of sequencing was analysed with a
binomial function and a logit error (see Appendix 52 for details of
statistical analyses). All analyses were performed in & 3.1.0 (R Core
Team, 2013).

24 | Mock community preparation

To better evaluate the sensitivity of our metabarcoding approach,
we created two artificial communities of arthropods that mimic
insectivorous bat diets, The first mock community (MC,) was com-
posed of 12 species and the second one (MC;) included seven spe-
cies (see details in Table 1; Table 51).

Arthropod DMA was extracted individually using the DMeasy
Blood & Tissue kit (Qiagen). Sanger sequences were available for
the cytochrome oxidase | {COI) gene of each individual (see the
alignment file of the 19 insect species included in the mock commu-
nities depesited in Dryad: https://datadryad.org/resource/doi: 10,
5061/dryad kvdZg/14). DNA extractions were normalized to 5 ng/pl
after Qubit fluorimeter quantification (Invitrogen). First, each nor-
malized DNA was amplified and sequenced independently. Second,
nomalized DMA extractions were pooled in equal proportion to
build the two mock communities MCy and MC, These latter were
amplified and sequenced (see detalls in Table 51). Results provided
by independent (insect individual) and pooled (mock communities)
sequencing were compared. It enabled to estimate biases resulting
from the co-amplification of different species mixed within the same

reaction.

2.5 | COIl minibarcode, PCR and library
construction

We used the 133-bp minibarcode of CO| described in Gillet et al.
[2015). lts efficiency to identify a wide taxonomic range of arthro-
pods from France has heen proven recently: 20 arthropod orders
were detected in the diet of Galemys pyrenaicus and 24 in the diet
of MNeomys fodiens (Biffi, Gillet, et al, 2017; Biffi, Laffaille. et al.,
2017). We have verified the discriminatory power of this minibar-
cade for resolving bat species identification using an in silico analysis
based on 444 pow (Barcode of Life DataBase) reference sequences
comesponding to the 33 bat species found in France (see the phylo-
genetic tree provided in Figure 51 and the Table 52).

We performed a two-step PCR strategy (see lllumina Application
Mote Part 15044223) combined with the dual-index paired-end
sequencing approach described in Kozich, Westcott, Baxter, High-
lander, & Schloss, 2013 (Figure 1). The 32 index i5 and 48 index i7
allow to multiplex up te 1,536 PCR products in the same MiSeq run.
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TABLE 1 Proportion of reads for two arthropod mock communities (MC, and MC3)

Maock community

GALAN €7 aL,

Individual

Pool ing

Theoretical Observed proportion
proportion  for the three PCR

Observed proportion
for the three PCR

Identification using sown:

content Order (%) replicates (% -+ 5D} replicates (% + SD)  top hitis) & identity (%)
Mack Monochamus Caleoptera 83 82+05 301+ 21 Monochamus galleprovindalis (100)
community  galloprovincialis
MCs Forficula lesnei Dermaptera 8.3 60+ 0.3 148 + 05 Undlassified (<90}
Thaumetopoea Lepidoptera 83 84 +08 91 +07 Thaumetopoea pityocampa (100}
pityocampa
Athous bicolor Coleoptera 83 55+14 74 + 08 Athous bicolor (100)
Forficula auricularia Dermaptera 83 59 +05 71+02 Forficula auricularia (100}
Monocharmus sutor Caoleoptera 83 8.2 + 06 TO +04 Momochamus sutor/sartor (100)
Chrysopa formesa Meuroptera 83 108 £ 0.5 43 + 04 Chrysopa formasa (100)
Chrysopa perla Meuroptera 83 B7 +05 36 +£02 Chrysapa perfa/intima {100)
Himacerus minmicoides  Hemiptera 83 9.4 + 04 27+ 06 Himacenus mirmicoides (100)
Calliptomus barbarus®  Orthopters 83 50 £ 04 17 £ 02 Calliptamus barkarus [100)
Phymata crassipes” Hemiptera 83 75+ 03 04 + 01 Phymata crassipes (100)
Prataetia morio™ Caleoptera 83 7.0 + 04 01 + 002 Protaetia moric (100)
Unexpected parasitoid  Diptera M 11+ 01 02 +01 Triarthvia setipennis (100)
in F. lesnei
Chimeric reads MA MA MA 34 +01 NA
Putative pseudogenes  MNA M, 6.7 5%+ 02 A
Reads removed MA A 1.7 20+ 02 MA
after filter steps
Mack Papilio demadacus Lepidoptera  14.3 14.9 + 0.8 273+ 04 Papilia demadacus (100)
COMMUNIY  Thimetopoea Lepidaptera  14.3 194 + 1.1 263 + 05 Thaumetopoea wilkinsoni (100)
[ wilkinsoni
Tessaratoma papillssa Hemiptera 143 123 £ 02 179 + 08 Tessaratoma papillosa (%)
Acorypha sp. Orthoptera 143 13.3 + 0.5 9.2 + 06 Unclassified (93)
Diabrotica virgifera Coleoptera  14.3 55+ 09 6505 Diabrotica virgifera (100)
Iberorhyzabius Coleoptera 143 106 + 06 43403 Iberortyzabius rondensis (100)
rondensis
Bactrocera dorsalis” Diptera 14.3 9.6+ 03 15 + 02 Baoctrocera dorsalis/invadens,
philippinensis/musoe/
cacuminata (100)
Chimeric reads WA NA WA 51+ 04 A
Putative pseudogenes NA MNA 105 0.2 + 003 MA
Reads remaoved WA MNA 3.2 14 + 04 A

after filter steps

MNA, not applicable.

The species names in the column "mock cemmunity content” are based on the morphological identification realized by experts for each taxa group. The
theoretical proportions comespond to the genomic DN proportion for each species in the equimalar mix of DMA (j.e., the pool) before PCR amplifica-
tion of the mack community. The observed propartions correspond to the mean proportions of the number of reads for the three PCR replicates. The
abserved proportions for the individual sequencing are caloulated after summing the number of reads for all the individual PCRs of each species.
*species showing a substitution T-=C that creates a mismatch between the COI target sequence and the 3-end of the reverse PCR primer.

Pspecies remaoved for the sequencing results of the pool after data filtering process lonly 2-5 reads per PCR replicate).

This makes it possible to multiplex several hundreds of samples
while performing several technical replicates per sample. The two-
step PCR strategy enables to build all libraries independentty for
each sample and technical replicate, without presequencing PCR
enrichment of a mix of PCR products from different samples. This
method prevents the production of between samples chimera due to

jumping PCR (Schnell et al., 2015). It therefore reduces drastically
the risk of mistaging/misindexing.

During the first PCR (PCRy), we used a primer pair corresponding
to highly modified and degenerated versions of forward primer
LepF1 (Hebert et al., 2004) and reverse primer EFT-long-univi (Haji-
babaei, Shokralla, Zhou, Singer, & Baird, 2011). We added the partial
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| PCR1 (40 cycles): gene-specific amplification |

oo ooCC Target DNA RN
PCR1 forward primer sequence (MG-LCO1430-MiSeq):
5= [ FEAGERTEC S ! 1
b COARYCAYARRGAYATYGG=3 "
PCR1 reverse primer sequence (MG-R-MiSeq):
5= i o £ # ]
BCTATAAARRAARY TATDAYAAADGCRTG-37
(b) PCR2 (8 cycles): sample-specific indexing |

PCR2 indexed P5

primer

|n$o

VT T

PCRZ indexed P5 primer sequence:
§'= HNNHHHEH"

PCRZ indexed F7 primer sequence:
R HHHHHHNE"

J5e@ 15 (n=32) and |7 =43} index sequencas in Kozkh at 3l 2013

Indes i7

PCR2 indexed P7
primer

(c) MiSeq paired-end & dual-index sequencing |
3 Read 1 3 §
. —a
PCR2 product__
z Read 2 - '

FIGURE 1 Schematic description of the library construction using two-step PCR and MiSeq sequencing. {a) During PCR4, the COI minibarcode
was amplified for each sample using the gene-specific forward and reverse primers (in blue) tailed with the overhang lllumina sequencing primer
sequences (in green), and alternative bases called heterogeneity spacers (in yellow) to create an artificial nucleotide diversity during the first cycles
of the lllumina sequencing. {b) The PCR; aims at adding the lllumina adapters {in orange) and the multiplexing dual-indices (in red) to each sample
replicate by performing a limited-cycle amplification step. () After PCR2, all sample libraries are pooled together and then sequenced. During the
MiSeq paired-end sequencing, each nucleatide of the target pene is read twice (read 1 & read 2) and the dual-index reads allow to assign the
millions of sequences to the corresponding original samples. For the future studies, we propose a new version of the target-specific reverse primer
MG-univR: 5-ACTATAAARAARATYATDAYRAADGCRTG-3 (see details in Section 4)

overhang lllumina sequencing primers in 5-end and a heterogeneity
spacer of each target-specific primer (Figure 1) MG-LCO1490-
MiSeq 5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG(none/C/
GC/TGC/CTGC/TCCGE)  ATTCHACDAAYCAYAARGAYATYGG- 3
and MG-R-MiSeq 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGInone/G/CT/TGG/CGCG/GCGTE) ACTATAAAARAAAYTATDA
YAMADGCRTG-3, The altermative bases between the partial adap-
tors and the target-specific primers correspond to a O- to 5-bp
‘heterogeneity spacer” designed to mitigate the issues caused by

low sequence diversity in |llumina amplicon sequencing (Fadrosh
et al, 2014). These five versions of each forward and reverse primer
were mixed together before PCRy. During the first cycles of the lllu-
mina sequencing, they created an artificial diversity of the four
nucleobases to improve the detection of the sequencing clusters at
the flowcell surface, what consequently increased the guality of the
reads, This PCRy was performed in 11 pl reaction volume using 5 pl
of 2x Ciagen Multiplex Kit Master Mix (Qiagen), 0.5 pM of each
mix of forward and reverse primers, and 2 pl of DNA extract. The
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PCR conditions consisted in an initial denaturation step at 95°C for
15 min, followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 30 s,
annealing at 45°C for 45 5 and extension at 72°C for 30 5, followed
by a final extension step at 72°C far 10 min,

During the second PCR (PCRy), we used the PCR; as DMNA tem-
plate. This PCR: consists of a limited-cycle amplification step to add
multiplexing indices i5 and i7 and lllumina sequencing adapters P5
and P7 at both ends of each DMA fragment. The indexed primers P5
(S -AATCATACGGCGACCACCGAGATCTACACIE-base 15 index]
TCGTCGGCAGCGTC-3) and P77 (5'-CAAGCAGAAGACGGCATAC-
GAGAT(8-base i7 index)GTCTCGTGGGCTCGG-3Y) were synthetized
with the different B-base index sequences described in Kozich et al.
(Kozich et al, 2013). PCR; was carried out in a 11-pl reaction vol-
ume using 5 pl of Qiagen Multiplex Kit Master Mix {Qiagen) and
0.7 pM of each indexed primer. Then, in a post-PCR room, 2 pl of
PCR; product was added to each well. The PCR: started by an Initial
denaturation step of %5°C for 15 min, followed by 8 cycles of
denaturation at 4°C for 40 s, annealing at 55°C for 45 s and exten-
sion at 72°C for &0 s followed by a final extension step at 72°C for
10 min.

PCR; products (3 pl}) were verified by electrophoresis in a 1.5%
agarose gel. One PCR blank (NCpcg) and one negative control for
indexing [NC, ged were systematically added to each of the 15 PCR
microplates, Each DMA extraction was amplified and indexed in
three independent PCR reactions. These PCR replicates were used
as technical replicates to confirm the presence of taxa in a sample
and further remove the false-positive results [Robasky et al, 2014),
A MiSeq (llumina) run was conducted, including PCR; products from
bat faecal samples (number of PCRs n = 357 « 3), the positive
(=21 x 3 arthropods used in the mock communities and n=9
PCR replicates from a DNA beluga whale used as positive internal
control PCue.) and negative (n - 58) controls (see details in
Table 51).

2.6 | MiSeq sequencing

The MiSeq platform was chosen because it generates lower error
rates than other HTS platforms (D'Amore et al, 20164). For this
study, the number of PCR products multiplexed was 1168
(Table 51). PCR products were pooled by volume for each 96-well
PCR microplate, Mixes were checked by electrophoresis in 1.5%
agarose gel before generating a “super-pool” including all PCR prod-
ucts. We subjected &0 pl of the super-pool to size selection for the
full-length  amplicon {expected size: 312 bp including  primers,
indexes and adaptors) by excision on a low-melting agarose gel
(1.25%). It enabled to discard nonspecific PCR products and primer
dimers, The PCR Clean-up Gel Extraction kit (Macherey-MNagel) was
used to purify the excised band, The super-poel of amplicon libraries
was quantified using the KAPA library quantification kit (KAPA
Biosystems) before loading & pM and 10% of PhiX control on a
MiSeq flow cell (expected cluster density; 700-800 K/mm?) with a
S00-cycle Reagent Kit v2 (lluminal, We performed a run of
2 x 200 bp paired-end sequencing, which yielded high-quality

sequencing through the reading of each nucleotide of the COI mini-
barcode fragments twice after the assembly of reads 1 and reads 2
(see details below). Information about PCR products and fastg file
names are provided in Table 51,

27 | Sequence analyses and data filtering

We used mMoTHUR program v1.34 (Schloss et al, 2009) to create an
abundance table for each variant and each PCR product (Table 53).
Eriefly, motHur enabled to (i) contig the paired-end read 1 and read
2; (i) remove the reads with low quality of assembling (=200 bpk; (i)
dereplicate the redundant reads: (iv) align the wariants on a COI
minibarcode reference alignment; (v remove PCR primers; [vi)
remove misaligned variants; (vii) correct a part of the PCR and
sequencing errors by clustering the variants that are within one
mutation of each other for each PCR replicate independently; (wili)
remove the singleton and rare variants [cut-off = & reads); and (ix)
remove chimeric variants using UCHIME (Edgar, Haas, Clemente,
Quince, & Knight, 2011). Mote that step (i} enabled to remove an
impaortant number of sequencing errors: the pairs of sequences were
aligned and any positions with discongruence between the two
reads were identified and corrected using the quality score of each
read position (see https:/ fwwwemothurorgwiki/MiSeq_SOP). If one
sequence exhibited a base and the other one a gap, the quality score
of the base had to be higher than 25 to be considered real. If both
sequences had a base at that given position. then we required one
of the bases to have a quality score of six or more points than the
other. Step (vil) is applied independently for each sample and techni-
cal replicate by keeping only the most abundant variant among the
cluster of similar varants at one mutation. This procedure enables to
remove an important part of PCR or sequencing errors, and to vali-
date variants differing by a single mutation when they are found in
different PCR replicates or biclogical samples. Hereafter, a wvariant
will comespond to a cluster of similar reads obtained for a given
technical replicate and potentially differing by a single mutation dif-
ference.

‘We used the multiple controls introduced during the process to
estimate potential biases and define read number thresholds above
which the PCR product may be considered as positive for a given
sequence. Following Galan et al, (20168), two different thresholds
were set for each variant, and a cross-validation using the three PCR
replicates was applied to confirm the positivity of each sample for
each variant.

First, Tec threshold was used to filter cross-contaminations dur-
ing the laboratory procedure, For each variant, we used the maxi-
mum number of reads observed in the different negative controls
(MC) as threshold, PCR products with fewer than this number of
reads for this particular variant were not considered to be positive
because this number of reads is not distinguishable from noise. For
the positive samples, the information of the observed number of
reads for each variant is kept. Second, Tes threshold was applied to
filter the false assignments of reads to a PCR product due to the
generation of mixed clusters during the sequencing (Kircher et al,
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2012). This phenomenon was estimated in our experiment using
“alien” positive controls (PC_...) sequenced in parallel with the bat
faccal samples. As the PC,, (e, DNA from beluga whale) were
handled separately from bat samples before seguencing, the pres-
ence of reads from beluga whale in a bat sample indicated a
sequence assignment error due to the lllumina sequencing (i.e., gen-
eration of mixed clusters). We determined the maximal number of
reads of beluga whale assigned to a bat PCR product, We then cal-
culated the false-assignment rate (Rea) for this PCR product by divid-
ing this number of reads by the total number of reads from beluga
in the sequencing run. Moreover, the number of reads for a specific
wvariant mis-assigned to a PCR product should increase with the total
number of reads of this varant in the MiSeq run. We therefore
defined Tg,, threshold as the total number of reads in the run for a
variant multiplied by Rp,. PCR products with fewer than Tg, for a
particular variant were considered to be negative. We then discarded
positive results associated with numbers of reads below the thresh-
olds Tee and Tra. Lastly, we discarded not-replicated positive results
for the three PCR replicates to remove inconsistent variants due to
PCR or seqguencing errors or unconfident wvariants that could be
associated with remaining false-positive results. Fimally, for each
sample and wvariant, the reads obtained for the three PCR replicates
were summed.

2.8 | Taxonomic assignment

We used Bowo |dentification System (Ratnasingham & Heber, 2007)
and species level barcode records (2,695,529 sequences/175014
species in January 2017) to provide a taxonomic identification of
each variant passing our filtering processes. We pravided a five-class
criteria describing the confidence level of the sequence assignments,
modified from Razgour et al. (2011). They were applied to hits with
similarity higher than 97% (see details in Appendix 53). For multitax-
onomic affiliation, we kept the common parent of all possible taxa.
For sequences exhibiting similarity results lower than 97% in Bow,
we performed a BLast in ceneank to improve the taxonomic identifi-
cation. Finally, results with similarity lower than 97% in Bown and
cenBank were assigned to the phylum level using the closest taxa, or
were considered as unclassified taxa when no match was found in
the databases.

3 | RESULTS

3.1 | Sequencing results and data filtering

The MiSeq sequencing of 1,162 PCR products including bat samples,
positive and negative controls analysed in three PCR replicates gen-
erated a total paired-end read output of 6,918,534 reads of the COI
minibarcode, MotHur  program removed seven negative controls
because they produced less than 8 reads, 633,788 (9.2%) of paired-
end reads because they were misassembled, 312 334 (4.5%) of reads
because they were misaligned, 125,604 (1,8%) of reads because they
correspended to rare variants (=% reads) and 11445 (0.2%) of reads

RE RCES

because they were chimeric (Table 53). The remaining reads repre-
sented a total of 5,751 variants and 5,835,359 reads. The abundance
table produced was next filtered,

Filtering cross-contaminations using threshold To-: We observed
between O and 6,230 reads (total: 34 586; mean: 629 reads; 5D
1,289) in the negative controls (NC; n = 58). In these NC, 20% of
the reads represented 11 wariants, and 38% belonging to a
human haplotype that was detected with a maximum of 3,775
reads in the most contaminated negative control (MCeeg). Tee
thresholds ranged between O and 3,775 reads, depending on the
variant considered. After filtering the data set using these T
thresholds, we kept 5,704,150 reads representing 5,697 variants
[Table 2).

Filtering false assignments of reads using threshald Tea: The “alien”
positive control (PCe) produced a total of 30,179 reads among
which 30,111 were assigned to the nine independent PCRs per-
formed on this DNA, The other 68 reads, that is, 0.23%, were mis-
assigned to 52 other samples, with a maximum of 13 reads obhserved
for a given bat faecal sample. The maximum false-assignment rate
Rea was therefare equal to 0,043%, and Tgs varied between O and
244 reads depending on the variant considered. After filtering, the
result table included 5697 variants and 5,684,164 reads. Note that
Tea excluded reads but not taxa (Table 2).

Filtering inconsistent results using the three PCR replicates: 74.1%
of occurrence (i.e. cells showing at least one read in the abundance
table) were not replicated and were removed. Among these inconsis-
tent results, 74.6% were positive for only one of the three PCR
replicates. The remaining reads represented 2,636 wvariants and
5,172,708 reads (Table 2).

Finally, for each sample and wvariant, the reads of the replicated
PCRs were summed in the abundance table. The 21 bat samples that
did not include any read after data filtering were discarded from the
data set.

3.2 | Comparison of DNA extraction kits

‘We removed the MucleoSpin Soil kit of this comparison regarding
the low number of samples (n = 9). The five other DMA extraction
lits differed in their performance levels (Table 3; Table 51). Statisti-
cal results are detailed in Appendix 52,

The total number of reads obtained per sample and the seguenc-
ing success of bats were significantly influenced by the extraction
kits, but not by storage duration. The MucleoSpin & Plant || DNA
extraction kit produced the highest number of reads. This variation
resulted partly from PCR failures whose rate could reach 14%
(QlAamp Fast DMA Stool and EZ-10 94 DMA). The MNucleoSpin 8
Plant || DNA extraction kit also lead to the highest success of bat
sequencing, 84% of the faecal samples analysed with this kit pro-
duced replicable bat identifications (only 68% to 72% of the samples
with the four other kits).

The sequencing success of prey did not depend on the extraction
kit, although the NucleoSpin & Plant Il provided the best result. Prey
sequencing was marginally influenced by storage duration, with a
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TABLE 2 Objectives and impacts of the data filtering steps on the number of reads, variants and (putative false and true) positive

occurrences of variants in the abundance table

Filter step Objectives
Reaw A
abundance
table
Threshold Te  Filter out cross-contaminations generated during the
|presequencing procedures using the maximal number
of reads per variant observed in various negative controls
Threshold Tes  Filter out misindexing generated during the sequencing

using the rate of read false assignment caloulated thanks to
a DNA internal control (here a beluga whale DNA]

PCR Eliminate inconsistent results between the three PCR
replicates replicates from the same sample to remove putative
false-paositive occurrences

MWA, not applicable,

marked decrease being visible after three months storage at room
temperature.

3.3 | Mock community analyses

The 19 arthropod DMA extracts from the mock communities were
first amplified and sequenced independently in the MiSeq run. The
MiSeq sequences produced similar identifications than Sanger
sequences when considering the 19 most abundant MiSeq variants
(Table 1). These 1% variants were 100% identical to the reference
Sanger sequences (see the alignment file of the 19 insect species
included in the mock communities deposited in Dryad: hitps://datad
ryad.org/resource/doi:10.5061 /dryad kv02g/14).  They represented
799 of the reads for these individual PCRs, confirming the high qual-
ity of the MiSeq sequencing. Bolp identification tool enabled to iden-
tify specifically 14 of the 19 COI minibarcode sequences. Farficula
lesnei {MC4) and Acorypha sp. (MCg) were not identified using the
public databases ecio and cenpank because they were not referenced.
Concerning Monochamus sutor, Chrysopa perla (MC,) and Bactrocera
dorsalis (MC;), we obtained equivalent multi-affiliations with two to
five candidate taxa matching with phylogenetically close species
(Monochamus sutor ar M. sartor; Chrysopa perla or C intima; Bactrocera
dorsalis, B, invadens, B. philippinensis, B, musae or B, cocuminatal,

Other nonexpected variants were detected at low frequencies
(mean: 0.46%, min: 0.02%, max: 17.12%) and corresponded to
heteroplasmy, pseudogenes (NUMTs: Muclear insertions of mito-
chondrial sequences) or to parasitoid sequences. Indeed, in Forficula
lesnei  sample, the tachinid parasitoid Trigrthria setipennis was
detected (Table 1).

‘We next analysed results of both mock communities amplified
and sequenced in pools, MC; sequencing revealed 11 of the 12
insect expected sequences (Table 1). Frequencies of reads wvarled
from 04% to 30,1% (expected frequencies 8.3%) while genomic

MNb of positive occurrences:
Only for Only for

Nb of Nb of For3to 3PCR 2to 3PCR 1to 3 PCR

reads variants replicates replicates  replicates  Total
5835359 5751 4969 4092 14,374 23,435
5,704,150 5697 4689 3496 11,618 19,803
5,684,166 5457 4466 3.243 G527 17,236
5172708 2436 4446 NA MA 44466

DMA extracts were mixed in equimolar concentrations, therefore
revealing biases in PCR amplification. Protaetia morio was not
detected after data filtering. Insights into the raw data set showed
that some reads were obtained in all three PCRs but with numbers
below Tee threshold (Tee = 5 reads for this variant). Sequences of
the parasitoid fly Triarthrio setipennis were detected at low frequency
(0.2%). The seven insect species included in MC, were detected,
with frequencies ranging from 1.5% to 27.3% lexpected frequencies
14.3%). For both mock communities, chimeric reads were detected
visually despite the filtering processes using UCHIME program, with
frequency levels reaching 3.4% and 5.1%, for MC, and MCg, respec-
tively [see the data for the mock communities in the abundance
table after filtering deposited in Dryad : https://datadryad.org/
resource/doi:10.5061/dryad kv02g/11).

3.4 | Taxonomic identification of bats and their
prey

Up to now, less than half of COl sequences depasited in sown Sys-
tems are made public (Species Level Barcode Records in January
2017: 2,697,359 Sequences/175,125 Species; Public Record Barcode
Database: 1,018,338 Sequences/B5,514 Species). Because we could
nat identify all variants using the web application of sown Systems,
we decided to analyse the 1,318 most abundant variants of the
whole data set (including bat samples and mock communities). They
were represented by more than 100 reads what was eguivalent to
9%.1% of all remaining reads. Further analyses revealed that a major-
ity of the remaining 1318 rare sequences (<100 reads) could not be
assigned clearly to any taxa, They are mainly chimeric sequences or
pseudogenes that had not been remowved during the filtering process
(see the data for the mock communities in the abundance table after
filtering deposited in Dryad: https://datadryad.org/resource/dol: 10,
5061/dryad kv02g/11),
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TABLE 3 Comparison of six DNA extraction kits used for the metabarcoding of bat faecal pellets

Success of sequencing (%)

Mean number
Sample of reads PCR failure Host Prey
DHNA extraction kit size per PCR (<500 reads), % (bat) larthropod)®
DMeasy mericon Food Kit [Qiagen) 47 3489 7 &8 83
EZ-10 96 DNA Kit. Animal Samples (BioBasic)® 113 4822 14 70 a1
MucleoSpin 8 Plant 1l EMacherey-NageIJ" 95 6,712 1 B4 ft]
MucleoSpin Soil (Macherey-MNagel)® 9 7,300 0] &7 89
QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen) 47 2901 14 70 79
ZR Fecal DMA MiniPrep (Zyma) a6 6,209 1 72 a0

“Including unclassified arthropod that were not recorded In the sequence databases.

"9&-well format for high-throughput DNA Isclation.
“Removed of the statistical analysis,

The analysis of the 336 bat fzecal samples in three PCR repli-
cates led to the detection of 1,080 abundant variants and 1,232 rare
ones. The abundant variants included 47 variants assigned to bat
species (1,974,394 reads) and 925 variants belonging to the phylum
Arthropoda (1,619,773 reads). Among these latter, 454 variants were
assigned with similarity level higher than 7% in sowe (1,305,633
reads). Finally, 35 variants could not be assigned to any taxa either
In sowp or cenpank (BO977 reads; Figure 2; Figure 52). Within sam-
ples, the proportion of reads between bats and arthropods was quite
balanced, except for Myotis nattereri, Myotis mystacinus and Myotis
alcathoe for which lower frequencies of reads from bats were
observed (Figure 52).

Surprisingly, other nonexpected taxa were also detected, includ-
ing 73 wariants (133,423 reads) attributed to nematodes (3%186
reads), plants (28444 reads), gastropods (19,915 reads), algae or
fungi (18,972 reads), rotifers (11,925 reads), tardigrades (462 reads),
birds {285 reads) as well as mammals (14,234 reads). The 1,232
remaining rare variants (32,868 reads) comresponded to 0.7% of the
4,932,226 reads and were considered as unclassified (Figure 2; Fig-
ure 52).

3.5 | Comparison of field and molecular
identification of bat species

As expected, the COl minibarcode was resolutive to the species
level, except for two species sampled, Myotis myotis and Eptesicus
serotinus, Their assignments were eguivalent between two species,
M. myotis and M. blvthii on one hand, and E. serotinus and E. nilssonii
on the other hand, 'We found a congruent taxonomic identification
of bat species between molecular and morphological analyses for
238 of the 334 faecal samples analysed (70.8%). The 98 remaining
samples that did not provide a reliable taxonomic identification
mainly resulted from amplification failures for at least one PCR repli-
cate (72 samples, i.e., 21.5%: for one (5.4%), two (5.4%) or the three
(10.72%) PCR triplicates performed for each sample). Details are pro-
wvided in Figure 53, They mostly concemed Myotis nattereni (12 fail-
ures over 19 samples tested) and Rhinplophus ferrumegquinum (24
failures over 60 samples tested). A mismatch (T/C) at the 3'-end of

the reverse primer could be at the origin of these higher rates of
amplification failure for these bat species (Table 54), Finally, 17 sam-
ples provided ambiguous molecular results with two bat species
detected for one pellet and ten samples lead to incongruent taxo-
nomic identification with regard to bat morphology (Figure 53).

3.6 | Diet composition

In further diet analyses, we considered the 268 bat faecal samples
for which we had a congruent taxonomic identification between
morphological and molecular analyses based on the results of one
[n = 15 samples), two {n = 15) or three (n = 238) PCR replicates (Fig-
ure 53). We removed samples for which no prey data could be anal-
ysed, including 20 samples for which only bat sequences were
recovered, six samples with only unclassified sequences, eight sam-
ples with only sequences of nematodes, plants, fungi and/or algae,
and 18 samples for which arthropod sequences were recovered, but
with levels of similarity that were too low (=%7%) to provide a reli-
able assignation to a precise taxon. Altogether, diet compositions
were described on 216 bat faecal samples, corresponding to 14 bat
species. Among the 551 validated arthropod wvariants of these sam-
ples, we identified 18 arthropod orders, 117 family, 282 genus and
290 species (Table 55). We observed a wide heterogeneity in the
taxonomic diversity and composition of diets between bat species
[Figure 3).

4 | DISCUSSION

41 | Importance of data filtering and controls

Assessing diet variability between individuals and populations is of
main importance to better understand the biology of species, here
bats. Although the procedures limiting false-positive results have
been well described (Ficetola et al., 2016), they still remain scarcely
included in methodological procedures (but see in an epidemiological
context, Galan et al, 2014). Megative controls are often included
during DMA extraction and PCRs, they are not always sequenced
and only checked using gel electrophoresis. This procedure is not
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{b) Details of taxonomic assignment for the arthroped phylum

All species (n = 335)

Rnclaphus ferrumeguinum® fn = 63)

Fipdstrellus pipisteelivs [ = 30)

Myatis patteres!* (n = 13

Adpatls myatis® (n = 15/

IMyotis emarginatus (n = 2

Myatis doubentonii (n = 37)

Wdyotis bechsteinii fn = 33

Minigpters schreibersii (a = 64)

Barbes tells bosbistellus (o - 20)
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Wehircptera  WArthropeda @ Artheopoda unclassified  Sothers O unclassified
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m gther arthropod orders Arthropoda unclassified

FIGURE 2 Proportion and taxonomic assignment of reads abtained from high-throughput sequancing of bat faecal pellets. The "All species”
bars describe results obtained for all 336 samples from the 16 bat species. Specific results are only detailed for bat species whose sample sizes
were over 19, (a) Histogram showing the proportion and assignment of all reads, "Others" (striped bars) includes reads that correspond to
sequences that likely belong to organisms from bloodmeal/coprophagia/necrophagia or secondary prey, parasites, diet of insect and putative
contaminants. (b) Histogram detailing the proportion and assignment at the order level of reads coresponding to arthropod phylum anly.

* indicates bats species showing a substitution T->C that creates a mismatch between the COI target sequence and the position 3'-end of the

reverse PCR primer

satisfactory as most contaminating sequences cannot be visually
detected. In particular, cross-contaminations of index/tags, tags
jumps (Schnell et al,, 2015} or polyclonal/mixed clusters during |llu-
mina HTS (Kircher et al., 2012) that may lead to the mis-assignments
of reads. The positive control PC ., proposed here enabled to esti-
mate these read mis-assignments for the whole run [0.23%) or for a
given sample (up to 0.043%).

Here, we proposed a set of filtering and validation procedures
based on negative, positive controls and three independent PCR
replicates. This strategy based on nonarbitrary filtering thresholds
has recentty been applied in Corse, Meglecz, Archambaud, and Mar-
tin (2017) to study the diet of a critically endangered fish species.
Our results showed that applying Tee and Te, thresholds remaved
relatively few reads and variants compared to the replicate validation
procedure. Hence the rates of laboratory contaminations or mis-
assignments during HTS seemed to be low while the proportion of
nonrepeatable variants seemed to be high. The reasons might be
methodological (e.g., PCR chimera, sequencing errors or PCR drop-
out) or biclogical (presence of MUMTs at low frequencies, low bio-
mass prey, traces of ancient meals). Despite our filtering pipeline, an
important proportion of variants that were validated by the three
replicates remained at low frequencies. They can be attributed to

chimera, pseudogenes or PCR and nonrandom sequencing errors
see the data for the mock communities in the abundance table after
filtering deposited in Dryad: https://datadryad.erg/resource/doi:10,
5061/ dryad kvD2g/11). We therefore had to eliminate 50% of the
less frequent variants (1,318 variants over 2,634} in order to make
taxonomic assignment in oo Systemns easier. This important number
of potentially artefactual variants could be decreased by applying the
filtering procedure recently proposed by Corse et al. {2017). In addi-
tion to the nonarbitrary filters described in our method, they applied
algorithms that removed errors (Obiclean, see Boyer et al., 2014), fil-
tered chimera more efficiently (UCHIME 2, Edgar, 2016) as well as
pseudogenes. These procedures enabled to keep a high proportion
of reads (70%) and a low proportion of variants (0.3% corresponding
to 61-81 varants depending on the minibarcodes considered). The
cross-comparison of taxonomic identification results obtained with
different assignment methods is therefore feasible for the wvariants
validated {Corse et al, 2017). Finally, the sensibility of prey detec-
tion could be improved by applying the relaxed restrictive approach
of between-PCR replicate validation proposed by Alberdi, Aizpurua,
Gilbert, and Bohmann (2017). As such, variants found in at least two
of the three replicates could be considered positive, but this strategy
may also increase false-positive results.
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Finally, mock communities are not systematically tested in animal
metabarcoding studies (but see Pinol et al., 2015) although it enables
to empirically assess the efficiency and biases of both molecular
designs and bicinformatic pipelines. We recommend to include diver-
sified artificial communities in metabarcoding studies, ideally encom-
passing the whole potential phylogenetic diversity of the samples to
be studied.

4.2 | Methodological framework to avoid biases

Fieldwork remains a crucial step for diet analyses, even with such
molecular approaches. The way faecal pellets are collected may lead
to cross-individual contaminations, as revealed in our study by the
detection of bat sequences corresponding to the wrong species.
Considering invasive sampling, cotton holding bags in which individu-
als are kept before morphological analyses must be carefully checked
to avoid the collection of faccal samples belonging to successively
captured bats. When possible, a disposable collection system or a
UV decontamination procedure between captures could be per-
formed. Faecal pellets should alse be carefully handled and stored to
avaid contaminations. These points reinforce the importance of per-
forming species bat identification for each pellet to prevent mis-
assignment of a diet and to an individual of the wrong species. In
the case of noninvasive sampling, it is highly recommended to use
clean supports and single-use instruments to collect the pellets.
Reducing time-delay between bat faeces release and collection might
also be important to avoid DNA degradation (Oehi, Juen, Nagiller,
Meuhauser, & Traugott, 2011) and cross-contaminations due to urine
from different species of bats or coprophagous arthropods, for
example.

Further storage conditions of faecal samples are of main impaor-
tance to guarantee DNA integrity and limit the proliferation of
micro-organisms. The rate of amplification failures observed in our
study was hence likely to result from the storage of all the bat faecal
samples at room temperature in empty tubes during several months.
Samples should be frozen at —20°C or in liquid nitrogen, or stored
in an appropriate storage buffer (e, ethanol) to prevent DNA
degradation (Renshaw, Olds, Jerde, McVeigh, & Lodge, 2015). The
method proposed here enabled to abtain satisfying results even if
samples had not been stored in the optimal conditions required for
metabarcoding analyses. It is therefore likely that samples that were
not initially collected for genetic/metabarcoding purposes, potentially
including ancient samples {from guano collected several weeks after
dropping to guano accumulated during decades), could also be suc-
cessfully assessed for diet analyses using our sequencing protocol,

We also showed that extraction methods may influence the suc-
cess of metabarcading studies. Our results evidenced that NucleaS-
pin 8 Plant Il kit provided the best results in terms of host
sequencing success, number of reads produced per PCR and prey
sequencing success. |t therefore seems to be the best compromise
between cost per extraction, throughput (P&-well format] and quality
of the DNA purification for metabarcoding applications.

In addition, we have evidenced PCR amplification biases for par-
ticular prey and bat taxa that lead te a high varizbility in sequencing
depth and even to the amplification failure for particular species,
Sources of PCR biases can be multiple (too stringent PCR conditions
(e.g., high hybridization temperature), differential DNA degradation,
interspecific mitachondrial copy number variation. . ). MNevertheless
primer mismatches are one of the most important source of PCR
biases (Pinol et al, 2015). A post hoc analysis performed on 693 COI

140



GALAN €7 AL,

sequences available for the 33 bat species found in France revealed
that 17 bat species had a frequent mismatch at the 3-end of the
reverse primer (see Table 54). The analyses of mock communities
(MC) also revealed amplification biases with regard to arthropod spe-
cies, as previously described in other empirical studies (Pinol et al.,
2015). It was probably due to the same 3'-end mismatch described
above between PCR reverse primer and arthropod species DMA, and
to further primer annealing competition during DNA amplification of
the community. Indeed. the four species that showed the lowest
proportion of reads (MC1: Calliptamus barbarus; Phymata crassipes;
Protaetia morio; MCg: Bactrocera dorsalis, see Table 1) have this mis-
match in their sequences. For future studies, we recommend a new
version of the target-specific reverse primer (modifications in bold:
MG-univR-MiSeq S5-ACTATAAARAARATYATDAYRAADGCRTG-3')
to limit the observed biases for most bat and arthropod species.

Recent studies have also proposed the use of several minibar-
coding primer sets (Alberdi et al, 2017; Corse et al, 2017) to maxi-
mize the taxonomic coverage of metabarcoding approaches and
minimize false-negative results. Indeed, it is noteworthy that design-
img COl universal primers generating na PCR amplification biases
might not be achievable (Deagle, Jarman, Coissac, Pompanon, &
Taberlet, 2014). Therefore the use of ribosomal rRNA, either mito-
chondrial 145 or 125, with conserved flanking regions among taxo-
nomical distant species, might be encouraged. Although this proposal
should reduce amplification biases among taxa, it is yet not suitable
for arthropod metabarcoding approaches due to the absence of pub-
lic databases similar to sow (e, curated database with reference
sequences linked to taxonomically werified wvoucher specimens).
Moreover, the taxonomic resolution of these barcodes at the species
level remaining largely unknown (Elbrecht et al., 2014). In conclusion,
COI minibarcodes still remain an imperfect, but “not so bad" solution
for taxonomic identification when this latter requires to reach the
species level.

4.3 | Prey-bat simultaneous identification and
taxonomic resolution

In addition to the methodological framework provided, the originality
of our approach also resided in the simultaneous identification of
prey and of a wide diversity of bat species. Despite the low quality
of our faecal samples due to inappropriate storage conditions, we
obtained a specific identification for 74% of the bat samples studied,
including only 3% of incongruent results between the molecular and
field identifications due to remaining faecal pellets in the cotton
holding bags. Among the 26% unidentified. 21% were due to bat
sequencing failure of at least one PCR replicate, 5% corresponded to
the detection of several bat species, The fallure rate associated with
our molecular azpproach was therefore equivalent with what is
observed in studies where species identification from bat faecal pel-
lets was performed using traditional Sanger sequencing (eg., 19%
reported in Hope et al., 2014). It could be easily improved with the
use of appropriate storage conditions and DMNA extraction method.
Our approach is thus relevant for bat species identification too.

The simultaneous identification of predators and prey is generally
avoided in diet analyses as it may induce biases in the pool of
sequences produced (Pompanon et al, 2012). In particular, high suc-
cess of predator amplification will reduce prey amplification, what
will in turn affect the sensibility of diet analyses. Here, we reported
well-balanced proportions of reads for bats and their prey, with a
mean of 43.3% of bat reads whereas other studies reported higher
proportion of predator sequences (1.6% for the leopard cat in She-
hzad et al, 2012). The lower proportion of bat reads observed in
our study may result from several phenomena: a lower proportion of
predator DNA in the faecal pellets analysed, a lower DNA degrada-
tion of prey due to the very quick bat digestion in bats, or a lower
primer specificity to amplify target DNA from bats. It enabled an
important sequencing depth for arthropods that guarantees the high
sensitivity for prey detection. However. few samples produced low
numbers of arthropod sequences. Results between PCR replicates
were therefore not repeatable, what led to potential false negatives.
The increase in sequencing depth, for example, using an lllumina
HiSeq platform, associated with the relased restrictive approach of
between-PCR replicate validation could improve our ability to detect
prey.

Our approach provided a high level of taxonomic resolution for
bats (Figure 51) and their prey as evidenced by the congruent identi-
fications obtained using the 658-bp Sanger sequences and the 133-
bp minibarcode for the arthropod mock community, Particularly, we
confirmed the possibility to discriminate morphologically close insect
species including the pine processionary moth complex Thaume-
topeea pityocampa/T. wilkinsoni (Kerdelhue et al., 2009), the longhorm
beetle Monochamus galloprovincialis and its sister species M. sutor
(Haran, Koutroumpa, Magnous, Rogues, & Roux, 2015) or the green
lacewing Chrysopa pera/C. formosa (Bozsik, 1992). Such taxonomic
resolution is highly important when dealing with arthropod pests or
arthropod species invelved in biclogical pest control. In particular
cases (Mayer & von Helversen, 2001), knowledge on geographic dis-
tribution may help to decipher the most likely taxa in presence (e.g.,
Eptesicus serotinus and Eptesicus nilssonii, or Myotis myotis and Myotis
biythii that cannot be distinguished whatever the mitochondrial mar-
ker used).

We have also evidenced some limitations with regard to public
sequence databases, Two arthropod species included in the mock
communities could not be identified as they were not included in
soLD and ceneank databases. We have also emphasized some errors
that may have consequences for further identification (Figure S1).
For example, one sequence of Plpistrellus pipistrellus included in
BolD is mis-assigned to  Pipistrellus  kuhlii  (cemBanic  Accession
JX008080/poLn Sequence ID: SKBPAS21-11.COI-5P). This mistake
made it impossible to distinguish both species using eolp Systems
tool, Although recently reported (Shen, Chen, & Murphy, 2013), it
has not yet been cleaned. It seems that such errors are guite fre-
quent in ceneask (Shen et al, 2013), and unfortunately solo data-
base does not appear to be spared. Completeness and reliability of
public databases are therefore still a main pitfall in metabarcoding
studies.
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4.4 | Dietary composition for 16 bat species in
Western France

The combination of HTS and filtering procedures described here pro-
vided a detailed diet characterization of the 16 bat species sampled
in Western France. At the order level, our results were congruent
with previous knowledge of prey consumed detected using morpho-
logical analyses. For example, the diet of Myotis doubentonii and Fip-
istrellus pipistrellus is known to be dominated by Diptera (eg.
Arlettaz, Godat, & Meyer, 2000; Vesterinen, Lilley, Laine, & Wahl-
berg, 2013), what was confirmed by our results showing. respec-
tively, 79% and 74% of faeces samples positive for Diptera.
Lepidoptera were also highly frequent in Pipistrellus pipistrellus sam-
ples, being the second order detected in fascal samples [48% of pos-
itive faecal pellets). as described in Arlettaz et al. (2000). The diet of
Barabastella barbastellus was dominated by Lepidoptera with 100%
positive samples, as previously described in Andreas, Reiter, and
Benda (2012). Finally, the lowest dietary richness was found for
Myatis emarginatus, with sequences of Arenae detected in 100% of
faecal samples, what was previously described in Goiti et al. (2011).

Compared to morphological studies that enabled prey taxonomic
identification at the order (sometimes family) level [Arlettaz et al.,
2000), our approach provided greater details on dietary composition
by increasing prey tawonomic resolution, It may even allow distin-
guishing species that could not be recognized based on morphologi-
cal criteria of mixed insect hard parts. In addition, our approach
enabled to detect unexpected interactions including secondary pre-
dation events and gastrointestinal infestations. We reported the
presence of snails (Cepaea hortensis and Cepaea nemoralis) and slugs
[Arion intermedius) in diets that included Carabidae prey (Abax paral-
lelepipedus and Cargbus sp.) in three Myotis myotis samples, Also sur-
prisingly, three Myaotis nattereri and one Myotis daubentonii bat faecal
samples contained Bos taurus sequences. It is likely that these find-
ings result from traces of bovine animal blood in the gut of the bit-
ing house fly Stomoxys colcitrans that were also detected as
consumed prey in the M. daubentenil sample, or traces of bovine ani-
mal excrements coming from green bottle fly (Meomyia cormicing),
crane flies (Tipwa sp.) or scavenger cokroach (Ectobius sp.) for the M.
nattereri samples. Similarly, grey heron (Ardea cinerea) and dormouse
(Glis glis) sequences found in two Myotis daubentonii bat faecal sam-
ples may be dus to blood traces in biting insects, the common house
mosquito Culex pipiens and the autumn housefly Musca autumnalis,
respectively. These results must be considered with caution because
field contamination cannot be fully discarded. In addition, secondary
predation can sometimes be difficult to distinguish from primary pre-
dation. MNevertheless the detection of prey diet traces in bat faeces
indicates the possibility to use our results to improve our knowledge
of trophic relationships.

Altogether, our data set enabled to reveal the presence in bat
diets of &1 pest species (Table 55) among which some are important
for agricultural management {e.g. the cotton bollworm Helicoverpa
armigera, the spotted-wing drosophila Drosophila suzukii and the pine
processionary Thoumetopoea pityocampa) or veterinary and Public

Health issues (e.g., the malaria vector Anopheles claviger, the biting
house fly Stomoxys calcitrans, the common house mosquito Culex
pipiens). Our results therefore confirmed the possibility to use our
metabarcoding approach as an indirect tool for “chirosurveillance”
without amy a priori with regard to the pests that need to be sur-
wveyed (Maslo et al, 2017). This study alsa illustrated the capacity of
our approach to reveal wvariation in diet richness and composition.
Combining bat species molecular identification with diet analyses will
provide a more complete understanding of how bat diet varies along
season, life-history stage, gender and age. It will be of main impor-
tance to understand the influence of diet on bat fitness and colony
wviability and to answer guestions about niche size and niche overlap
for coexisting species,

5 | CONCLUSION

The DMA metabarcoding approach described here enables the
simultaneous identification of bat species and their arthropod diets
from faeces, for several hundreds of faecal samples analysed at
once, This strategy reduces the number of molecular steps than
usually reguired in other metabarcoding studies and minimizes the
probability to mis-assigned prey to the wrong bat species. The two-
step PCR protocol proposed here makes easier the construction of
libraries, multiplexing and HTS, at a reduced cost (about B€ per fae-
cal pellet for the entire wet laboratory workflow). Our study also
includes several controls during the laboratory procedures associ-
ated to a bicinformatic strategy that enables to filter data in a way
that limits the risk of false positive and that guarantees high confi-
dence results for both prey occurrence and bat species assignment.
This study therefore provides a rapid, resolutive and cost-effective
screening tool for addressing “chirosurveillance” application or evo-
lutionary ecological issues in particular in the context of bat conser-
vation hiology. It may be easily adapted for use in other vertebrate
insectivores and more widely for other amplicon sequencing appli-
cations.
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Résumé

Le régime alimentaire peut étre di-
rectement impliqué dans le déclin des
espéces car la qualité et la quantité
de proies sont des parameétres primor-
diaux pour la survie et la reproduction
des individus. En effet, si les proies
sont contaminées par des substances
toxiques ou si leur abondance diminue,
les populations de prédateurs seront
menacées. Connaitre le régime alimen-
taire des chiroptéres est donc essentiel
pour améliorer leur conservation. Dans
cette étude, nous décrivons une mé-
thode d'analyse du régime alimentaire
des chauves-souris insectivores ba-
sée sur le metabarcoding, c'est-a-dire
I'identification sans a priori des espéces
présentes dans un échantillon, a partir
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du séquencage a haut débit de I'ADN
qu'il contient. Nous avons tout d'abord
validé son efficacité a partir de régimes
alimentaires artificiels constitués de
mélanges d'insectes connus. Puis, nous
avons appliqué cette méthode sur plu-
sieurs centaines d'échantillons de guano
récoltés en Poitou-Charentes en 2015.
Cela nous a permis d'une part de valider
la possibilité d'identifier les 16 espéces
de chauves-souris des sites d'études,
et d'autre part de décrire leur régime
alimentaire via la détection d’'environ
300 espéces d'Invertébrés en une seule
analyse. Cette méthode d'identification
« 2 en 1 » peut désormais étre utilisée
directement a partir de guano préleve
sur le sol pour répondre 4 des questions
spécifiques portant sur |'écologie des
chauves-souris. La description exhaus-
tive de la variabilité interspécifique ou
intra-spécifique, spatiale et temporelle,
de leurs régimes alimentaires permet-
tra en particulier de mieux comprendre
les relations entre les mouvements des
chauves-souris, le paysage et les res-
sources alimentaires ainsi que les re-
lations entre l'écotoxicologie, la santé
des chauves-souris et les ressources
alimentaires. Au-dela de l'apport de
cette méthode pour la biologie de la
conservation des chauves-souris, il faut
noter les applications potentielles pour
la conservation des invertébrés, la santé
humaine ou animale, ou I'agronomie. En
effet cette approche permet de carac-
tériser efficacement des espéces patri-
moniales, des vecteurs de maladies, ain-
si que des ravageurs et auxiliaires des
cultures ingérés par les chauves-souris.
Elle est un formidable atout pour la
mise en place et |'évaluation de straté-
gies de chirosurveillance visant a établir
des modes de gestion intégrée ou de
lutte biologique en milieu agricole.

Introduction

Les chauves-souris insectivores sont
particuliérement sensibles & I'abondance
et la qualité de proies disponibles par
leurs besoins énergétiques élevés pour
voler, hiberner et s'occuper de leur
progéniture. Par exemple les femelles
Molosses du Brésil (Tadarida brasiliensis)
peuvent consommer une gquantite de
proies équivalente a 73 % de leur masse
par nuit en période de lactation (Kunz et
al, 1995).

Une connaissance approfondie  du
régime alimentaire de ces chiroptéres
est nécessaire pour mettre en place et
évaluer les mesures de conservation, qui
pourraient cibler une meilleure protection
del'habitatdechasse oudes préconisations
en termes d'utilisations de pesticides
sur les territoires de chasse protégés.
Cependant, la caractérisation précise du
régime alimentaire des chauves-souris
insectivores est un réel challenge car ces
derniéres sont difficilement observablesen
chasse et se nourrissent de proies pouvant
&tre minuscules et difficiles a identifier
de nuit. Jusqu'a récemment, la méthode
classique d'analyse du régime alimentaire
reposait sur 'identification morphologique
des restes de fragments durs des proies
(élytres, tarses, antennes ...) retrouvés dans
les déjections. Cette méthode d'analyse
est trés chronophage et nécessite de
faire appel a des experts en taxonomie si
I'on souhaite atteindre une identification
taxonomique précise des arthropodes
correspondant aux fragments observés.
Lidentification n'est  généralement
possible qu'a l'ordre ou a la famille, et elle
n'est pas exhaustive puisque les parties
non-dures des individus sont digérées et
donc inaccessibles a I'observateur (ex des
chenilles et autres larves). Cette méthode
permet par contre une quantification
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relative des taxons identifiables dans les
crottes, méme si elle reste approximative
a cause de plusieurs biais. L'application
d'approches moléculaires de séquencage
de nouvelle génération aux études de
réegime alimentaire permet aujourd’hui
de pallier ces problémes. La description
qualitative du régime alimentaire est
désormais réalisable a partir des restes
d'’ADN contenus dans les féces. Clest ce
gu'on appelle le « barcoding », ou encore
« metabarcoding » lorsque plusieurs ADN
d'organismes différents sont présents
dans un méme échantillon (TaBerLET
et al, 2012). Les organismes présents
sont identifiés par une courte région de
I'ADN, appelée code-barres ADN, dont
la séquence est propre & chaque espéce.
Aprés séquencage, le déchiffrage de ces
multiples codes-barres ADN contenu
dans un méme échantillon est réalisé
en interrogeant des bases de données
publiques de séquences de référence qui
ont été alimentées par le travail conjoint
de taxonomistes et de biologistes
moléculaires. Grace a ces bases de
données et a l'avénement du séguencage
a haut-deébit, il est aujourd’hui possible de
déterminer rapidement et avec fiabilité les
espéces présentes en mélange a partir
d'échantillons environnementaux tels que
I'eau, le sol, les déjections et bien d'autres
prélévements susceptibles de contenir de
I'ADN.

Le code-barres ADN généralement utilisé
chez les animaux est une portion d'’ADN
mitochondrial de 658 paires de base (ph)
provenant d'un géne appelé cytochrome
oxydase 1 (COIl). La séquence de ce géne
a la particularité de varier beaucoup entre
espéces mais pas ou peu au sein d'une
espéce (Hesert et al, 2003). Cependant,
I'ADN  contenu dans des échantillons
environnementaux tel que le guano est
souvent dégradé en courtes séguences
ce qui rend difficile voire impossible de
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déchiffrer la totalité de la séguence de
658pb du COI. Pour ce type d'échantillon,
on se contente de séquencer un fragment
court (< & 200pb) qui doit idéalement
conserver un pouvoir de discrimination
a l'espéce et pour des organismes trés
différents(insectes, poissons, mammiféres,
etc.) : on parle alors d'un « minibarcode
ADN universel ».

Grace aux séguenceurs haut-débit de
nouvelle génération, le grand nombre de
séquences obtenues permet de détecter
et d'identifier spécifiquement I'ensemble
des organismes présents dans un
échantillon, méme les plus petits ou ceux
faiblement abondants. Cette approche
permet donc d'obtenir une description
plus exhaustive (proies & corps durs et
mous) du régime alimentaire des chauves-
souris insectivores comparativement aux
analyses morphologiques  classiques.
Elle permet également une résolution
taxonomique plus précise et une rapidité
danalyse plus importante pour de
nombreux échantillons.

Dans certains cas, les analyses de régime
alimentaire peuventétrebiaisées(Pomrancn
et al., 2012) si il y a une surreprésentation
de I'ADN du prédateur dans les résultats
de séquencage. Ce phénoméne tend
a réduire la sensibilité de détection de
certaines proies présentes en faible
quantité dans l'échantillon (SHErzaD et al,
2012). Jusgu'a présent, I'identification des
prédateurs et de proies était donc réalisée
par des analyses distinctes pour un méme
échantillon, en utilisant des codes-barres
ADN spécifiques aux prédateurs puis aux
proies, ou en ne ciblant que les proies.
Pourtant, il apparait primordial de pouvair
étre certain de l'espéce a qui appartient
le guano analysé lorsqu'il est prélevé dans
I'environnement. Loriginalité de notre
méthode de metabarcoding repose donc
sur I'identification simultanée des chauves-
souris et de leurs proies gréce a l'obtention



d'une proportion équilibrée de chaque
type de séquences ADN a partir de guano
(GaLan et al, 2018). La sensibilité et la
résolution de notre méthode ont d'abord
été validées sur des mélanges artificiels
d'espéces d'insectes connues, puis sur
des échantillons de guano collectés a
partir d'individus piégés a la harpe et donc
appartenant & des chiroptéres d'espéces
connues.

Matériels et Méthodes

Nous avons testé la capacité de notre
méthode de metabarcoding a identifier

différents ordres d'arthropodes en
réalisant des meélanges d'insectes
(‘communautés artificielles’), identifiés

au préalable par des entomologistes,
pour simuler des repas de chauve-
souris. Deux communautés artificielles
contenant des insectes d'ordres diversifiés
(Orthoptéres, Lépidoptéres, Coléoptéres,
Hémiptéres, Dermaptéres, Neuropteres et
Dipteres) ont été analysées. La premiére
{communauté artificielle 1) est composée
de douze espéces présentes en France
et la seconde (communauté artificielle
2) de sept espéces étrangéres. Chaque
insecte a été séquencé individuellement
et en mélange (ADN de chaque insecte
mélangé en proportion égale).

Le protocole utilisé est composé de cing
étapes principales (Fig. 1) : extraction de
I'ADN, amplification du code-barres par
PCR (Polymerase Chain Reaction) en triple
réplicats  indépendants, séquencage,
analyse bic-informatique et comparaison
des séguences a celles archivées dans
les bases de données telles que BOLD
(Barcode Of Life Database : http./fwww.

boldsystems.org/). Pour les communautés

artificielles, une sixiéme étape est
ajoutée (comparaison des identifications
moléculaires a celles des entomologistes).
La comparaison du séquencage individuel
et en mélange permet de mesurer
d'éventuels biais de détection de certaines
espéces pour les mélanges. Ce test permet
de vérifier (1) la sensibilité de la méthode
[« détecte-t-on tous les insectes 7 ») et (2)
sa resolution (¢ identifie-t-on & l'espéce ou
& un rang taxonomigue moins précis 7 x).

Récolte des échantillons

Les chauves-souris ont été capturées dans
18 sites de Poitou-Charentes entre juin et
septembre 2015 (Fig. 2).
Pour chaque site, les harpes ont été
positionnées une nuit devant l'ouverture
du gite avant le coucher du soleil (Fig. 3).
Chaque chauve-souris capturée a été
placée dans un sac en polaire avant
d'étre identifiée morphologiguement par
des experts, pesée, sexée, mesurée puis
relachée. Les féces ont été prélevées
soit sur l'animal pendant la manipulation,
soit dans le sac qui le contenait. Au total,
357 crottes provenant de 16 espéces
de chauves-souris différentes ont été
récoltées.

Analyses moléculaire et bio-
informatique

Les échantillons de guano ont été analysés
trois  fois  indépendamment (réplicats
technigues) avec la méme méthode
de metabarceding que les échantillons
d'insectes des communautés artificielles
(Fig. 1).
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Individus connus en mélange (communauté artificielle)
0. Echantillons —<
~ Restes d'arthropodes non-identifiés en mélange (guano)

S
3 L'ADN est extrait et purifié par filtrage a I'aide d'une
1. Extraction de 'ADN membrane de silice. La quantité du géne COI
récupérée est trés faible et en mélange avec
I'ensemble de I'ADN des autres arthropodes présents
, PCR en deux étapes:
1. Synthése de millions d'e plaire des codes-barres
Il. Amplification des ADN pour permettre leurs lectures

codes-barres

(3 réplicas/échantilion) 2. Indexage des échantillons a laide d'«étiquettes

moléculaires» pour pouvoir les mélanger et les
analyser simultané t sur le sé I

q

Pour chaque échantillon, les différents codes-barres

W. Séquencage MiSeq ADN présents sont décodés

Elimination des contaminations et erreurs
IV. Analyse bio-informatique __ d’amplification PCR et de séquencage, vérification de
et filtrage des données la concordance entre les réplicas de chaque
échantillon

IV. Base de données publiques (ex:BOLD)

B

™y Comparaison des séquences décodées a celles
archivées dans la base de données. Les codes-barres
e e ] ADN présents dans un échantillon peuvent alors étre
Phym attribués avec plus ou moins d'incertitude a une
espéce griace a un pourcentage de similarité et un
critére de confiance (Razgour et al. 2011). Dans le cas
d'une attribution a plusieurs espéces, seul le rang
taxonomique supérieur commun a été retenu. Il arrive
également que certains code-barres ne soient pas
référencés, il est alors impossible de connaitre

G N N ] s pece associée.
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Analyses écologiques de la
variabilité du régime alimentaire

Le régime alimentaire obtenu pour
chaque espece de chiroptere a été
comparé aux données trouvées dans
la littérature. Le nombre d'espéces de
proies détectées par échantillon a été
utilisé pour évaluer la variabilité du régime
alimentaire entre individus d'une méme
espece de chiroptére. Enfin, nous avons
décrit sommairement la variabilité spatiale
et temporelle du régime alimentaire de
certaines especes de chauve-souris.

Application de la méthode

Afin de tester la possibilité d'appliquer
notre technique de metabarcoding en
agronomie et en santé publique en tant
qu'outils de surveillance des espéeces de
ravageurs  («Chirosurveillance»;  Masio
et al, 2017) et de vecteurs de maladies,
nous avons cherché parmi les arthropodes
identifiés ceux considérés comme des
ravageurs ou comme des espéces
d'importance vétérinaire/santé publique.

Résultats et discussion

Sensibilité de détection

Pour les deux communautés artificielles
analysées, nous retrouvons des codes-
barres ADN appartenant a l'ensemble
des 19 espéces d'insectes incluses
(communautés artificielles 1 et 2), que
ce soit en séquengage individuel ou en
mélange (Fig. 4). De maniére surprenante,

Carte des
Poitou-Charentes (N

arpe disposee devant lentree dun site
avant le coucher du soleil pour une session
dzgcopim

un vingtieme taxon a été détecté alors qu'il
n‘avait pas été introduit volontairement. Il
s'agit de Triarthria setipennis, un diptére
parasitoide (organisme qui se nourrit
et se développe sur ou a l'intérieur d'un
organisme hoéte) qui était présent dans
I'‘échantillon de forficule Forficula lesnei.
Ces résultats indiquent une bonne
sensibilité de la méthode et donc sa
capacité a reconstruire des interactions a
plusieurs niveaux trophiques : il est non
seulement possible d'identifier des proies
directes mais également indirectes de
prédation secondaire ou de parasitisme.
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Cependant nous observons que certains
taxa en mélange sont détectés avec une
plus grande proportion de séquences
que dautres, malgré le mélange
équimolaire de I'ADN des différentes
espéces initialement réalisé. Par exemple
Monochamus  galloprovincialis de la
communauté artificielle n°1 correspond
a plus de 30% des séquences observées
en mélange (Fig. 4.A2). Cela indique la
présence de biais de détection possible
en fonction des espéces en mélange
et de leur biomasse respective. Ce
phénomene déja observé dans d'autres
études (ProL et al, 2015) s'explique
par des biais d'amplification PCR. Nous
sommes récemment parvenus a réduire
ces biais en améliorant notre protocole
d'amplification PCR. Cependant cette

AL} A2)

B1) 82)

approche ne permet pas de quantifier la
biomasse ou le nombre d'individus d'une
méme espéce de proie retrouvé dans un
guano.

Résolution taxonomique

La majorité (74 %) des insectes introduits
dans les communautés artificielles ont été
identifiés a l'espéce sur la base de leur
code-barres. Cependant nos résultats
moléculaires pour trois taxa (Monochamus
sutor, Chrysopa perla et Bactrocera
dorsalis) conduisent & des identifications
équivalentes entre plusieurs espéces du
méme genre. Dans ces cas, le manque
de résolution taxonomique observé
peut découler de l'existence d'especes
génétiquement  indifférenciées  car

& Monochamus galloprovindalis

& Forficulo lesnei

« Theumetapoea pityocompa

& Athous bicolor

« Forficulo auriculoria

& Monochamus sutor

& Chrysopa formosa

& Chrysopa perla

« Himocerus mirmicoides

« Calliptomus barbarus

“ Phymata crassipes

« Protaetia morio

« Parasitoide innotendu dans Forficula lesnei
Papilio demodocus

» Thaumetopoea wilkinsoni

» Tessaratoma papillosa

¥ Acorypha sp
Diabrotica virgifera

© Iberorhyzobius rondensis
Bactrocera dorsalis
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proches et donc présentant des codes-
barres ADN identiques. Il peut également
s'agir d'erreurs possibles dans la base de
données de référence. Ces problémes
peuvent ainsi empécher l'identification de
certains taxons a l'espéce.

De plus, deux taxa (Forficula lesnei et
Acorypha sp) n'ont pas pu étre identifiés
car leurs codes-barres ADN ne sont pas
référencés dans |a base de données BOLD.
Ce résultat met en évidence |'importance
de l'exhaustivité des bases de données
ol sont référencés les codes-barres ADN.
Sans code-barres de référence auxquels
comparer les séquences ADN obtenues
par metabarceding, aucune identification

n‘est possible. C'est pourquoi il est
parfois  nécessaire  d'échantillonner
des taxa candidats qui n'ont pas

été séquencés et renseignés, de les
identifier morphologiquement avec l'aide
d'entomologistes puis de les séquencer
par barcoding classique afin de mettre
a disposition ces informations dans les
bases de données publiques.

Identification des de

chauves-souris

espéces

Lidentification moléculaire des chiroptéres
est parfaitement concordante avec
I'identification morphologique faite sur
le terrain pour 238 des 336 échantillons
(70.8 %). Pour 72 échantillons (21.5 %),
I'identification n'a pas pu étre confirmée
entre réplicats techniques a cause
d'echecs d'amplification PCR. Ces échecs
d'amplification peuvent étre dus a la
mauvaise conservation des échantillons
qui ont été laissés a température ambiante
dans des tubes hermétiques pendant
plusieurs mois. Cela a entrainé une forte
dégradation de I'ADN par la prolifération
de micro-organismes, rendant certains

codes-barres ADN impaossibles a amplifier
par PCR. Pour 17 échantillons (5.1 %), un
mélange de deux espéces de chauves-
souris est obtenu, et pour 9 échantillons
(2.7 %), lidentification meoléculaire est
complétement différente de celle obtenue
sur le terrain. Dans ces deux derniers
cas, le protocole d'échantillonnage
pourrait &étre mis en cause. En effet, les
sacs en tissus sont utilisés pour plusieurs
captures successives, pouvant entrainer la
contamination du guano entre plusieurs
espéces ou l'oubli du guano dans le sac
qui par erreur entraine son attribution a la
capture suivante.
En termes de résolution taxonomique,
nous avons vérifié que le code-barres
ADN est résolutif pour 31 des 35 espéces
de chauves-souris présentes en France.
Deux paires d'espéces ne sont pas
différentiables par leur ADN mitochondrial
le Grand murin Myotis myotis et le
Petit murin Myotis blythii d'une part, la
Sérotine commune Eptesicus serotinus et
la Sérotine de Nilsson Eptesicus nilsonii
d'autre part. Pour ces cas particuliers,
seul 'ADN nucléaire pourrait permettre
une identification a l'espéce, mais ce type
d'ADN est plus difficile & caractériser
a partir de guano. lLa connaissance
biogéographique de la répartition de ces
deux paires d'espéces peut également
permettre de valider |'espéce présente
pour le site de collecte des guanos. Par
exemple, la Sérotine de Nilsson n'est pas
présente dans I'Ouest de la France, donc
on peut en déduire que les échantillons de
notre étude correspondent a la Sérotine
Commune.
Ces résultats montrent que nous sommes
capables d'identifier la plupart des
chauves-souris & l'espéce a partir de leur
guano, ce qui permettra de mettre en
place des études de régime alimentaire
qui ne nécessitent pas la capture des
individus (pour une analyse & l'échelle
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de la colonie), et qui sont donc moins
invasives et plus faciles a mettre en ceuvre.
Ces résultats soulignent également
I'importance primordiale de la qualité
des échantillons. Un soin tout particulier
doit étre apporté & la maniére dont
sont collectés et conservés les guanos
pour éviter les contaminations entre
échantillons  {vérification systématique
du sac en tissu, prélévement avec du
matériel & usage unigue avec par exemple
des cure-dents) et la dégradation des
echantillons (stockage a -20°C rapidement
aprés collecte).

Identification des proies

La compaosition du régime alimentaire
a été décrite pour 216 échantillons, ces
échantillons remplissant les conditions
suivantes : identification morphalogique
et moléculaire de l'espéce de chauve-
souris concordantes pour au maoins un
réplica technique et présence de codes-
barres ADN de proies bien identifiés
et obtenus de maniére répétable entre
les 3 réplicats. Au total, nous avons
identifie 18 ordres d'arthropodes, 117
familles, 282 genres et 290 espéces. Les
tableaux 1A et 1B illustrent l'efficacité
de la méthode pour identifier cette large
gamme d'arthropodes, méme a partir
d'un faible nombre de féces : 17 taxa de
proies identifiés a l'espéce a partir de huit
féces de Petit rhinolophe Rhinolophus
hipposideros et 23 taxa de proies identifiés
a lespéce & partir de quatre féces de
Murin de Natterer Myotis nattereri.
Analyses écologiques de la
variabilité du régime alimentaire

MNos résultats confirment la forte diversité
des régimes alimentaires parmi les
chiroptéres insectivores (Fig. 5) : certaines
especes, comme la Pipistrelle commune
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Pipistrellus pipistrellus, ont un régime
alimentaire varié, tandis que d'autres ontun
régime alimentaire spécialisé sur certains
types de proies comme le Minioptére de
Schreibers Miniopterus schreibersii qui se
nourrit principalement de lépidoptéres.
Les résultats obtenus sont concordants
avec les études précédentes basées sur
I'analyse microscopique des parties dures
d'arthropodes présents dans le guano. Par
exemple, le régime alimentaire du Murin
de Daubenton Myotis daubentonii est
connu pour étre principalement composé
de diptéres (VesTerinen et al., 2013), ce que
nous retrouvons dans nos résultats avec
79 % des échantillons analysés de cette
espéce de chauve-souris contenant des
diptéres. De méme pour le Murin a oreilles
échancrées Myotis emarginatus  pour
lequel 100 % des échantillons analysés
contiennent des araignées, comme décrit
précédemment par Gam et al. (2011).
MNotre méthode apporte cependant une
meilleure résolution taxonomique de la
composition du régime alimentaire des
chauves-souris puisque leurs proies ne
sont généralement décrites qu'a |'ordre ou
la famille dans les analyses microscopiques
(ArLETTAZ et al., 2000).

MNotre approche permet de mettre en
évidence une forte variabilité du régime
alimentaire entre individus d'une méme
espece de chiroptére. Nous trouvons en
mayenne environ cing espéces de proies
par echantillon, et les valeurs s'étendent
de une a douze espéces de proies pour
le Murin de Daubenton, une & dix pour le
Murin & oreilles échancrées, une & onze
pour le Grand rhinolophe Rhinolophus
ferrumequinum et la Pipistrelle commune
etunea 19 pourle Minioptére de Schreibers
(Fig. &). Le nombre de proies détectées
dans le futur devrait étre augmenté grace
aux améliorations récentes apportées
& notre protocole de récolte et de
conservation des échantillons.
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Blattodea Ectobiidae Ectobius vittiventris 1b 9848 2
Chironomidae Microtendipes pedellus 1a 100.00 1
Culicidae Culex pipiens™* 1a 100.00 1
Drosophilidae Drosophila suzukii* 1a 100.00 1
Limonia nubeculosa 1a 100.00 2
Diptera Limoniidae
Neolimenia dumetorum | 1a 100.00 1
o Tipula oleracea® 1a 79.10 1
Tipulidae )
Tipula paludosa* 1a 100.00 2
Trichoceridae multi-affiliation 4 100.00 1
Cossidae Phragmataecia castaneae | 1a 99.24 1
Depressariidae | multi-affiliation 3 100.00 1
Hepialidae Triodia sylvina la 100.00 2
Sphingidae Agrius convolvuli 1a 100.00 1
_ Acleris rhombana* 1a 100.00 2
Lepidoptera -
Acleris sparsana® 1a 100.00 1
Cydia splendana*® 1a 100.00 1
Tortricidae
Eudemis sp. 2 100.00 1
Hedya nubiferana™ 1a 100.00 1
multi-affiliation 3 100.00 1
Trichoptera | Limnephilidae Halesus radiatus 1a 100.00 1
Limnephilus sparsus 1a 100.00 1
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Araneae Araneidae Araneus angulatus Ta 100.00 1
Argiope bruennichi Ta 100.00 2

Lycosidae multi-affiliation 4 97.85 1

Pardosa sp. 2 100.00 1

Tetragnathidae | Tetragnatha extensa Ta 100.00 1

Tetragnatha nigrita Ta 100.00 1

Tetragnatha obtusa Ta 100.00 1

Theridiidae Enoplognatha ovata Ta 100.00 1

Thomisidae Xysticus erraticus Ta 100.00 1

Coleoptera | Curculionidae Sitona gressorius™ Ta 100.00 1
Dermaptera | Forficulidae Forficula auricularia-A* 1a 100.00 1
Diptera Anthomyiidae Botanophila sp. 2 100.00 1
Lasiomma seminitidum Ta 100.00 1

Chloropidae Meromyza lidiae Ta 100.00 1

Drosophilidae multi-affiliation 4 97.33 1

Heleomyzidae Suillia bicolor Ta 100.00 1

Lauxaniidae Calliopum aeneum 1a 100.00 1

Muscidae Azelia sp. 2 100.00 1

Musca domestica®® Ta 100.00 1

Meomyia cornicina Ta 100.00 1

Stomoxys calcitrans™ Ta 100.00 1

Sarcophagidae | Sarcophaga sp. 2 100.00 1

Scathaphaga sp. 2 100.00 1

Syrphidae Melanostoma sp. 2 100.00 1

Sphaerophoria sp. 2 100.00 1

Tachinidae Phasia obesa Ta 100.00 1

Tipulidae Tipula oleracea™ Ta $9.10 1

Tipula paludosa* Ta 79.24 3

Lepidoptera | Depressariidae | Carcing quercana* Ta 100.00 1
Hepialidae Triedia sylvina Ta 100.00 2

Opilicnes Phalangiidae Dicranopalpus ramosus Ta 100.00 1
Orthoptera | Acrididae Mecostethus parapleurus | Ta 100.00 1
multi-affiliation 3 100.00 1
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La encore, une meilleure conservation des
échantillons permettrait une description
plus exhaustive et résolutive par la
disponibilité d'’ADN moins dégradé. De
plus, nos conditions d'analyse étaient
trées strictes les
codes-barres ADN les plus rares (< a 100
séguences) ou non-répétés pour les trois
réplicats techniques de |'échantillon. Des
conditions moins strictes de validation des
codes-barres (ex : deux réplicats positifs
sur les trois), voir AwBerDi et al., (2018),
permettraient de décrire plus de proies
sans augmenter significativement le risque
d'erreur.

Enfin, nos résultats montrent une variation
temporelle de la composition du régime
alimentaire. On observe par exemple
dans les échantillons de Murins de
Daubenton une variation au cours de |'été
avec par exemple les trichoptéres et les
orthoptéres absents de son régime en
juillet et présents en aolt (Fig. 7), ainsi
qu’une variation entre les deux mois d'été
et septembre avec une forte augmentation
de la prévalence de diptéres et une
diminution (ex : éphémeéres, trichoptéres),
voire une disparition (ex : hémipteres), en
septembre des autres ordres qui étaient
fortement présents en juillet-aout.

Un suivi temporel a intervalles réguliers
ainsi que des effectifs plus importants
permettraient d'évaluer plus finement la
variabilité du régime alimentaire et ses
causes, la disponibilité en proies pouvant
dépendre des émergences d'insectes, des
dates de traitements des cultures, etc.

nous avons éliminé

Applications

Parmi les 290 taxa d'arthropodes identifiés
a I'espéce, 61 sont considérés comme des
ravageurs dont certains pouvant causer
des dommages importants (la noctuelle
de la tomate Helicoverpa armigera, la
drosophile a ailes tachetées Drosophila

73

160

suzukii et la processionnaire du pin
Thaumetopoea pityocampa) ou comme
espéce d'importance en santé vétérinaire
et humaine (les moustiques vecteurs du
paludisme Anopheles claviger ou de la
fievre du Nil Occidental Culex pipiens,
la mouche piquante Stomoxys calcitrans
inféodée au bétail et qui peut transmettre
la maladie du charbon).

Ces résultats soulignent la possibilité
d'utiliser  notre  technique de
metabarcoding en agronomie et en

santé publique en tant qu'outils de
« chirosurveillance ».
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Conclusion

La méthode de metabarcoding que
nous proposons permet de décrire
simultanément, & laide du méme
échantillon, 'espéce de chauve-souris et
son régime alimentaire en arthropodes
a partir de féces ou de guano. Son
application  permet d'aborder des
questionnements écologiques sur les
chiroptéres ou les arthropodes avec
des approches non-invasives (ex. de la
récolte de guano sous les colonies) en
minimisant la probabilité d'assigner des
proies a la mauvaise espéce de chauves-
souris. Elle constitue également un outil
rapide, exhaustif et résolutif pour I'étude
des interactions trophiques dans des
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contextes de biologie de la conservation,
mais également dans des contextes
agronomique et de santé publique
(chirosurveillance). Cette méthode peut
également étre facilement adaptée a
d'autres organismes insectivores.
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3. Optimisation de la méthode pour des colonies mixtes de Grand

rhinolophe / Murin a oreilles échancrées

Le couple d’amorces utilisé (MG ; Galan et al. 2018) a montré qu’il était capable d’amplifier et
d’identifier en proportions équilibrées ’ADN de chauve-souris et de ses nombreuses proies.
Cependant, nous avons observé une variation de la proportion de reads correspondant a de
I’ADN de chauves-souris selon I'espéce (Figure 27), et notamment entre le Grand rhinolophe
(30%) et le Murin a oreilles échancrées (70%). Or trop amplifier 'ADN de prédateur réduit
potentiellement |la détection des proies (Pompanon et al. 2012; Vestheim et Jarman 2008). De
plus, de nombreux travaux ont montré ces derniéres années que le choix du couple d’amorces
influence grandement la détection et identification des proies, et proposent des solutions

contrastées pour y pallier (ex: Alberdi et al. 2018; Corse et al. 2019; Elbrecht et Leese 2017).
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Figure 27. Histogramme indiquant la proportion et I'assignation taxonomique des séquences
observées dans les feces de chaque espéce de chauve-souris. « Autres » correspond aux séquences
susceptibles d'appartenir a des organismes issus de contaminations environnementales, proies

secondaires ou parasites.
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L’objectif de cette étude était donc de définir une méthode de détection et d’identification
taxonomique optimisée pour I'analyse du régime alimentaire du Grand rhinolophe et du
Murin a oreilles échancrées avec qui il partage ses colonies de maternité (environ 70% de ses
colonies sont mixtes en Poitou-Charentes). L’analyse parallele sur le Murin a oreilles
échancrées a été réalisée dans le cadre d’une extension du projet Grand rhinolophe, par
Marine Trillat en stage de M2 IEGB (bourse d’Equipe de Recherche Junior du LabEx ceMEB

2019).

Ainsi, nous avons évalué parmi les stratégies d’amorces qui sont proposées dans la littérature
laguelle serait la plus adaptée, en prenant en compte les contraintes biologiques (feces
collectés sous des colonies mixtes, grande diversité de proies) et les différents facteurs
pouvant affecter le succes d’amplification des proies de chauve-souris insectivores : géne cible
(COl vs 16S), proportion de séquences de chauve-souris, longueur de I'amplicon et

dégénérescence des amorces.

3.1. Méthodologie

3.1.1. Choix des amorces

Tout d'abord, nous avons sélectionné les amorces couramment utilisées pour la détection et
I'identification des arthropodes en metabarcoding. Six couples d’amorces ont été sélectionnés
sur le géne COl et un sur le géne 16S. Nous avons privilégié les couples d’amorces ciblant soit
des régions courtes (entre 133 et 218 pb), soit des fragments plus longs (entre 313 et 322 pb),
afin d’évaluer I'effet potentiel de la longueur de I'amorce sur la détection des proies dans le
guano de chauve-souris. Ensuite, nous avons concu quatre nouveaux couples d’amorces COI
et un couple d’amorces 16S sur la base des sept couples d’amorces choisis précédemment.
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Nous avons augmenté le niveau de dégénérescence des bases pour améliorer le succes
d’amplification. Pour cela, nous nous sommes basés sur l'alignement de la séquence
consensus de milliers de séquences de 21 ordres d’arthropodes obtenus des bases BOLD et
NCBI avec le package R PrimerMiner (Elbrecht et Leese 2016). Les couples d’amorces varient

en fonction de la longueur de la région cible et du niveau de dégénérescence (Figure 28).

(7) MICOINTF s 313 4m==H(C02198
LepF1 s 218 g M LepF1-Rev
(9)HexCOIF4 mump 392 == HexCOIR4
(B) fwhF 2 313 4= Fol-degen-rev
ZBJ-ArtFic 157 ZBJ-ArtR2c
(5) fwhF 2= 205 4 fwhR2n
(@) fWhF1 sy 178 @=fwhR1
(2) MG2-LCO1490 == 178 4mmm fhR1
(3) MG2-L.C01490 == 181 4= CO1-CFMR-degen
(1) MG2-LCO1490 == 133 = MG2-UnivR
[=2) < ~ < o wn o w n <
ol 2 8 BB R s 2|3 B
0 100 200 300 400 500 600 709
25 Région Folmer (COI) 658

Figure 28. Représentation visuelle de la longueur et de la position des couples d’amorces sur le
géne COl. Les amorces sont représentées par une fleche colorée. Pour chaque couple d'amorces,
le nombre sur la ligne grise indique la longueur de I'amplicon. La position de chaque amorce est

indiquée par une barre verticale de sa couleur respective.
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3.1.2. Analyse in silico

Pour les analyses in silico nous avons utilisé le logiciel PrimerMiner car contrairement aux
autres logiciels d’évaluation d’amorces comme ecoPCR (Ficetola et al. 2010), PrimerMiner
permet de prendre en compte la position et le type de mismatch dans I'évaluation des
amorces. Ceci est trés important car par exemple un mismatch en 3’ (fin de la séquence de
I'amorce) peut avoir plus d’effets négatifs sur le succés d’amplification PCR que d’autres
mismatch (Stadhouders et al. 2010; Pifiol et al. 2015). Des scores de pénalité sont calculés
selon les critéres suivant: position du mismatch (5’ 3’), type du mismatch (A, T, G, C),
adjacence avec un autre mismatch (augmente le score de pénalité), réduction de la pénalité
si présence de bases dégénérées (match partiel). Comme recommandé par Elbrecht & Leese
(2016), nous avons uniquement conservé pour les analyses les ordres présentant plus de 100
OTUs, car cela permet de capturer une partie suffisante de la variabilité génétique au niveau

des sites de liaison de 'amorce.

3.1.3. Analyse in vitro sur les communautés artificielles d’arthropodes

Nous avons réalisé une sélection de 33 taxa d’arthropodes préalablement identifiés
morphologiquement par les entomologistes du CBGP. Les amplifications ont d’abord été faites
indépendamment pour chaque arthropode en séquencgage Sanger pour obtenir les séquences
de référence de chaque taxa et constituer ensuite deux communautés artificielles. La
premiere communauté MCyhr €st composée des 33 taxa d’arthropodes et la deuxieme
MCarthr+bat des 33 taxa d’arthropodes ainsi que de 'ADN de Grand rhinolophe (concentration
égale de ’ADN d’arthropodes et de chauves-souris) pour tester |'effet de la présence d’ADN

du prédateur (dans notre cas la chauve-souris).
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3.1.4. Analyse in vitro sur les prélevements de guano
Les couples d’amorces ont été testés sur 22 feces prélevés par les partenaires associatifs dans
des colonies mixtes de Grand rhinolophe et de Murin a oreilles échancrées en ex-Poitou-

Charentes.

Pour les deux analyses in vivo nous avons utilisé la stratégie de 2-step PCR développée
dans l'article 2 (PCR1 = amplification du géne, PCR2= indexage ; Galan et al. 2018). Chaque
extrait d’ADN a été amplifié et séquencé sur MiSeq en triplicat, et chaque run de séquencage
inclut des controles positifs et négatifs. Apres filtrage, les séquences ont ensuite été
comparées a celles renseignées dans BOLD pour le COIl et GenBank pour le 16S, et attribuées

a un taxa avec un critere de confiance (voir Galan et al., 2018).

Dans cette analyse nous raisonnons principalement en termes d’occurrences de proies
et non en termes de nombre de proies pour donner moins de poids aux proies trés rares. Cela
est particulierement utile pour révéler la sensibilité d’'un couple d‘amorces. Lors de la
comparaison de plusieurs couples d’amorces, les occurrences vont nous renseigner sur la
capacité d’'un couple a détecter systématiquement un taxa donné par rapport a un autre

couple d’amorces qui ne détecte le taxa que dans quelgues échantillons.

3.2. Principaux résultats

3.2.1. Analyse in silico
Nous avons obtenu prés de 50 fois plus de séquences pour le géne COI (4 259 845 séquences)
gue pour le géne 16S (83 651 séquences) dans les bases de données BOLD et NCBI. Les scores

moyens de pénalité et le succeés théorique d'amplification (score de pénalité par ordre
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d’arthropodes > 120) variaient fortement entre les couples d'amorces et entre les ordres
d'arthropodes (Figure 29). Nous avons trouvé une influence négative significative du niveau
de dégénérescence de I'amorce sur les scores de pénalité moyens (GLMM, p = 1,01e-12) et
une influence positive sur le succés de I'amplification théorique (GLMM, p = 2,88e-09). Les
scores de pénalité moyens élevés (> 165) et les succes d'amplification faibles (moyenne <50%)
ont été observés pour les couples d'amorces avec de faibles niveaux de dégénérescence. Par
exemple, le score de pénalité moyen des amorces Epp était environ 12 fois supérieur au score

de sa version dégénérée Epp-degen.

170



%,
9@,;

A)

DY A’G‘
22,
9
Wy
Y %1

Araneae
Archaeognatha
Blattodea
Coleoptera
Dermaptera
Diptera
Ephemeroptera

A

a

- A
%

® -

Hemiptera

4A4<.

Hymenoptera
Isopoda

Julida
Lepidoptera
Mecoptera
Neuroptera !

Odonata % 1 1 1
Opiliones '
Orthoptera 1 !
Plecoptera %

_. - - A _. -
_.‘A“.._<.‘%‘b/
Sececerc reCorr20%Cre o,
osoococ,rrcocECOCOErEE
. W a .
(gl Jal o J 1 Ialalil 1 J J il I 1 J5H

_.‘AA Y
AR@wraRL L L@garna g rvan

®----®-

{ ]
00000000 E00 4

Y
Y

Polydesmida

Psocoptera ¢C & ¢
4q

Trichoptera

]

B) 100

75

des amorces (%)

50

0 -_ -l—

Figure 29. Evaluation in silico des ordres d'arthropodes représentés par au moins 100 UTO utilisant

3

3

generescence

Dé

PrimerMiner. A) Les performances des ensembles d'amorces sont indiquées pour chaque ordre a
I'aide de graphiques en camembert, les couleurs verte et rouge représentant respectivement le succes
et I'échec de I'amplification. Le succes de I'amplification correspond au score de pénalité moyen de
PrimerMiner < 120 et a I'échec de I'amplification a un score de pénalité moyen> = 120. La couleur
grise indique une absence d’analyse lorsque I'ordre d’arthropode n’était pas représenté par assez

d’OTUs (<100 OTUs). B) Pourcentage du niveau de dégénérescence de chaque couple d’amorces.
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3.2.2. Analyse in vivo sur les communautés artificielles d’arthropodes

Les amorces non dégénérées ont produit peu de reads (Hex, mIHCO et Epp ; moyenne de
réplicas <0,01%) ou n'ont amplifié aucun ADN de chauve-souris (Zeale et Lep1). Les amorces
dégénérées fwh2 et MG2-ANML-degen ont amplifié moins de 1% des reads de chauve-souris
et fwhl et MG2fwh moins de 5,2%. Les meilleurs couples d'amorces pour I'amplification de

I'ADN de chauve-souris étaient donc Epp-degen (10,17%), fwhFol (7,53%) et MG2 (7,43%).

Le pourcentage de taxons d’arthropodes détectés dans MCarthr €t MCarthr+bat Variait de 67% a
100% (exemple pour deux couples d’amorces en Figure 30). Les résultats entre les deux
communautés artificielles étaient tres similaires et nous n’avons trouvé aucun effet du
pourcentage de reads de chauve-souris sur le pourcentage de taxa d’arthropodes (GLM, p =
0.668). Nous n’avons pas trouvé non plus d’effet de la taille de 'amplicon (GLM, p = 0.781),
par contre nous avons montré un effet positif du niveau de dégénérescence des bases sur le
pourcentage de taxa d’arthropodes détectés dans les communautés artificielles (GLM, p =

0.001).
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Nos résultats ont révélé une identification identique pour les couples d’amorces COIl avec
seulement quelques légeres différences de résolution taxonomique. En revanche, les couples
d’amorces COI et 16S ont souvent montré des identifications et des niveaux de résolution
taxonomique différents. Seulement huit taxa d’arthropodes parmi les 33 avaient une
identification COIl et 16S identique. Les couples d’amorces 16S ont en tout cas toujours montré
un niveau de résolution taxonomique inférieur. Les seules exceptions étaient i) Lepidoptera-2
identifié a I'espéce (Melitae deione) par les couples d'amorces 16S et au genre uniquement par
les couples d'amorces COI, et ii) Psocoptera-2 identifié au niveau du genre (Myopsocus sp.) par

les couples d’amorces 16S et non identifié par les couples d’amorces COI.

3.2.3. Analyse in vivo sur les prélevements de guano
Nous avons identifié deux espéeces de chauve-souris dominantes dans nos échantillons : le Grand

rhinolophe (N = 10 échantillons) et le Murin a oreille échancrées (N = 11 échantillons) (Figure 31).

Figure 31. Photographie de Murin a oreilles échancrées (a gauche) et de Grand rhinolophe (a gauche). © L-M

Préau.
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Nos résultats ont cependant montré la présence d’une troisieme espéce (Grand Murin Myotis
myotis) et la présence de contaminations entre les espéces de chauve-souris plus ou moins
importante (de < 1% a plus de 15%). Certains couples d’amorces n’ont amplifié aucune des deux
espéces de chauves-souris principales ou une seule espéce de chauve-souris, tandis que les autres
ont amplifié les deux espéeces principales. Cependant, le pourcentage de reads de chauve-souris
dans les échantillons de Grand rhinolophe était toujours plus bas que dans les féces de Murin a

oreilles échancrées, quel que soit le couple d’amorces considéré.

Nous avons trouvé un effet négatif de la taille de I'amplicon (p= 0.030), aucun effet du niveau de
dégénérescence des bases (p = 0.140) et aucun effet du pourcentage de reads de chauve-souris

sur le nombre d’occurrences détectées.

Les 12 couples d’amorces ont permis I'identification de 96 occurrences de proies dans les dix
échantillons de Grand rhinolophe (10 ordres, 32 familles, 56 genres, 60 espéces) et 109
occurrences de proies dans les 11 échantillons de Murin a oreilles échancrées (11 ordres, 34
familles, 63 genres et 65 especes) (Figure 32). Nos résultats ont montré une disparité entre les
couples d’amorces. Le couple d’amorces de Zeale a révélé le plus d’occurrences de proies dans
les échantillons des deux espéces de chauve-souris mais il ne permet pas d’amplifier 'ADN de
chauve-souris. Le couple d’amorces qui amplifie I’ADN de chauves-souris et permet d’obtenir le
plus grand nombre d’occurrences était fwh1l. En revanche, aucun couple d’amorces seul n’a pu
révéler I'’ensemble des occurrences révélées par la combinaison des 12 couples d’amorces. En
cumulant les résultats de deux a quatre couples d’amorces COI et 16S, nous avons détecté neuf

a 18 occurrences de plus dans les échantillons de Grand rhinolophe (89.58% des occurrences

175



détectées en combinant tous les couples) et 20 a 25 de plus dans les échantillons de Murin a

oreilles échancrées (85.32% des occurrences détectées en combinant tous les couples).

. M. emarginatus (N =11) R. ferrumequinum ( N = 10)

120

Occurrence des ordres d'arthropodes

90

60

30

55

All primer sets

MG2

MG2fwh

MG2ANMLdegen

fwh1

fwh2

fwhFol

miHCO

Lept

"
]
I

Zeale

Eppdegen

a
a
w

Zeale fwh1

Zeale fwh1.Eppdegen

Zeale fwh1 MG2

ale.fwh1.MG2.Eppdegen

All.primer.sets

MG2

MG2fwh

MG2ANMLdegen

fwh1

fwh2

fwhF ol

miHCO

Lept

-
o
T

Zeale

Eppdegen

a
a
w

Zeale fwh1

Zeale fwh1 Eppdegen

Zeale fwh1 MG2

ale fwh1 MG2.Eppdegen

Orders
Araneae
Coleoplera
™ oiptera
B entomosryomorpha
B echemeroptera
. Hemiptera
. Hymenoptera
| isopoda
B Lepicoptera
| Neuroptera
- Orthoptera
B Fsococea
Psocoplera
B ichoptera

Figure 32. Occurrences des ordres d’arthropodes détectés dans des échantillons de guano pour chaque

couple d'amorces et pour quatre combinaisons de couples d'amorces. Les lignes en pointillés séparent

les couples d’amorces des combinaisons. N est le nombre d'échantillons de guano identifiés pour chaque

espece de chauve-souris. Les lighes horizontales indiquent 50% des occurrences (55 occurrences pour

les échantillons de M. emarginatus et 48 pour les échantillons de R. ferrumequinum).

Enfin, nos résultats ont mis en évidence I’existence d’occurrences de proies peu répétables

(2PCR/3 ; faible nombre de reads), qui représentent un tiers des occurrences.
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3.3. Discussion
En révélant des contaminations entre les échantillons des deux espéces étudiées (R.
ferrumequinum et M. emarginatus) et d’une troisieme espéce (M. myotis), nos résultats ont mis
en évidence I'importance de l'identification systématique de I'espéce de chauve-souris lorsque
les analyses sont réalisées sur des échantillons fécaux environnementaux. De plus, nous avons
montré que l'amplification de la chauve-souris n’a pas impacté la détection des proies.
L'utilisation parallele de méthodes moléculaires diagnostiques spécifiques de I'espéce attendue
(PCR, séquencage Sanger, Forin-Wiart et al. 2018; Bohmann et al. 2011) pour déterminer I'espéce
du prédateur représente donc des co(ts financier et de main d’ceuvre supplémentaire non
nécessaires. Mais surtout ces approches ne révelent ni la présence d’espéces non-attendues, ni
le taux de contamination des échantillons. Puisque la capacité a amplifier I'espéce de chauve-
souris varie selon les couples d’amorces (zéro espéce sur trois, une espéce sur trois, ou trois
espéces sur trois) il est primordial de procéder a des tests préliminaires sur différents échantillons
pour s’assurer de la polyvalence du couple d’amorces choisis dans les études de régime

alimentaire par metabarcoding.

Dans les trois analyses (in silico et in vivo) que nous avons réalisées, les amorces 16S étaient
toujours moins efficaces et moins résolutives que les amorces COIl. Cela est surprenant car le
couple d’amorces 16S Epp-degen possede des caractéristiques favorables au succes
d’amplification (taille d’amplicon courte, niveau de dégénérescence élevé) et d’excellents
résultats in silico. La faible performance de ce couple dans les analyses in vivo pourrait refléter le

mangue de séquences de références dans les bases de données 16S (Clarke et al. 2014; Elbrecht
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et al. 2016; Marquina et al. 2019). Une solution pour pallier a ce genre de biais serait de construire
préalablement une base de référence adaptée au systéeme d’étude (ex: Sow et al. 2018). En
I’absence d’une base 16S correctement étayée nous recommandons |'utilisation du gene COI pour

le metabarcoding animal.

Nos résultats ont montré que méme en combinant quatre couples d’amorces - ce qui augmente
déja considérablement le codt financier, le travail de laboratoire et les analyses - nous
n’atteignons pas le plateau des occurrences de proies. De plus, un tiers des occurrences de proies
qui ne sont pas partagées entre couple d’amorces - et qui sont donc intéressantes a « récupérer »
par la combinaison de plusieurs couples - sont peu répétables entre réplicas et sont représentées
par un trés faible nombre de reads. Il n’existe donc pas de couple d’amorces ‘parfait’ qui soit
parfaitement exhaustif, et la décision de combiner des couples d’amorces repose ainsi sur un
compromis entre la nécessité de détecter la totalité des occurrences de proies - en sachant
gu’une grande partie n’est probablement pas fiable - et le co(it supplémentaire engendré par les
combinaisons. D’apres I'ensemble de nos résultats, nous recommandons donc plut6t I'utilisation
d’un seul couple d’amorces dégénérées amplifiant un fragment de petite taille pour étre efficace
sur I’ADN dégradé contenu dans le guano. Pour notre étude, le meilleur couple d’amorces
identifiant a la fois le Grand rhinolophe, le Murin a oreilles échancrées et les proies est le couple

fwh1 (Vamos, Elbrecht, et Leese 2017).
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Abstract

This last decade, environmental DNA metabarcoding approaches have been developed and
improved to minimize biological and technical biases; some challenges, however, remain, as the
design of primers. Here we have performed a comprehensive assessment of ten COl and two 16S
primer sets. We have combined in silico, in vivo-mock community of 33 arthropod taxa from 16
orders and guano analyses to identify primer sets that should maximize arthropod detection and
taxonomic identification, whilst identifying bat species and minimizing labour time and cost. We
have focused on two insectivorous bat species living in mixed-colonies, the greater horseshoe bat
(Rhinolophus ferrumequinum) and Geoffroy’s bat (Myotis emarginatus). We have found that the
level of primer degeneracy is the main factor influencing arthropod detection for in silico and
mock community analyses, while the amplicon length is critical for the detection of arthropods
from degraded DNA samples. Our results confirm the importance of performing predator
detection and taxonomic identification, simultaneously with arthropod sequencing, as faeces
samples can be contaminated by different insectivorous species. Moreover, amplifying bat DNA
does not affect the primers’ capacity to detect arthropods. We therefore recommend the
systematic simultaneous identification of predator and prey. Finally, we evidenced that one third
of the prey occurrences are unreliable and probably not of primary interest in diet studies, which
might decrease the relevance of combining several primer sets instead of using one efficient
primer set. In conclusion, this study provides general criteria enabling the selection of primers

whilst considering different scientific and methodological constraints.
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1 INTRODUCTION

Environmental DNA (eDNA) metabarcoding, the genetic analysis of environmental samples such
as soil, water or faeces, provides a rapid and cost-effective tool for the study of species that are
difficult to detect or monitor (Bohmann et al. 2014). This approach allows the simultaneous
identification of the taxa composition of environmental samples, without requiring the initial
isolation of organisms (Clare 2014; Taberlet et al. 2012). eDNA metabarcoding is of particular
interest for the diet analysis of rare or elusive species, and this approach has been applied to a
large spectrum of organisms (Clare et al., 2009; Shehzad et al., 2012; Rytkdnen et al., 2019;
Kartzinel and Pringle, 2015; Corse et al., 2017). Compared to the traditional microscopic study of
the undigested prey fragments in faecal remains, eDNA metabarcoding has two key advantages
for diet analysis : (i) a finer resolution (potentially to the species level), and (ii) the simultaneous
processing and sequencing of several hundred samples (Galan et al. 2018). However, eDNA
metabarcoding is subject to many biological and technical distortions at each step of its process,
including fieldwork, laboratory analysis and bio-informatics. Old-established samples, storage in
poor conditions, contaminations, PCR inhibitors, PCR stochasticity and chimera development are
common biases influencing the reliability of results (for a review see, Alberdi et al., 2019). Many
methodological studies have been made to limit some of these biases and to provide some
guidelines for the elaboration of metabarcoding protocols, as for example the systematic
inclusion of technical replicates and negative controls (Alberdi et al. 2018; Corse et al. 2017;

Elbrecht et Steinke 2019; Galan et al. 2016; Mata et al. 2018).
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Another major issue of eDNA metabarcoding that still needs to be solved, despite a growing
attention, is the selection of the primer set(s). This is crucial because primers targeting the DNA
fragment to be amplified and sequenced, should be suitable for all the taxa present in the
environmental samples. The targeted DNA fragment has to be variable enough to discriminate
close species, but also sufficiently abundantly referenced in public sequence databases to allow
for the identification of sequences gathered. The cytochrome c oxidase | (COl) mitochondrial gene
fulfils these criteria. It is the most widely used gene in animal metabarcoding analyses (Andujar
et al. 2018; Hebert et al. 2003). The targeted ‘Folmer region’ of the COI sequence used for the
standardized DNA barcoding is 658 base pairs (bp), which is too long to be sequenced efficiently
by the second generation of High-Throughput Sequencing (HTS) platforms. Moreover, eDNA is
often highly degraded, because of digestion processes (faecal samples), or exposure of samples
to the outer environment (i.e. rain, sunlight, etc, Oehm et al., 2011). This makes the use of the
entire ‘Folmer region’ COl sequence irrelevant (Deagle, Eveson, et Jarman 2006). ‘Mini COI
barcodes’ (i.e. with a targeted region range of < 200bp; Hajibabaei et al., 2006; Pompanon et al.,
2012) are therefore more commonly used in eDNA metabarcoding analyses, although lack of
conserved regions in the COIl sequence can make the design of universal primers difficult (Deagle
et al. 2014). Thus, some authors have argued for the joint use of several COI primer sets (Corse
et al. 2019; Esnaola et al. 2018), or of the combination of mitochondrial 16S rRNA and COI primer
sets (Alberdi et al. 2018; Bohmann et al. 2018). This should allow the coverage of the taxonomic
spectrum of prey to be increased. For example, Esnaola et al. (2018) have shown that the

combination of the Zeale et al. (2011) and Gillet et al. (2015) primer sets allows 37.2% more
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species to be detected than Gillet’s primer set alone. However, the combination of several primer
sets greatly increases not only the financial cost but also the duration of both laboratory work
and analyses of metabarcoding studies. In this context, the use of a single highly degenerated
primer set is potentially very promising. Some studies have highlighted the efficiency of
degenerated primers (Elbrecht et Leese 2017; Galan et al. 2018; Vamos, Elbrecht, et Leese 2017).
Degenerated bases are used in primer’s sequences to avoid mismatches at the variable positions
between the different targeted taxa. In theory, this enables the amplification and identification
of different taxa with a unique primer set in a single PCR reaction. However, degenerated primers
have to be carefully designed because high levels of degeneracy can lead to high rates of non-
target amplification (Innis et al. 2012). Up to now, no consensus has been reached and a multitude
of primer sets have been designed for the COI and 16S genes that differ in their target length,

degeneracy levels and position.

Designing metabarcoding protocols for the study of insectivorous bat diet is still an important
issue. Such molecular analysis is critical because the direct observation of bat feeding is virtually
impossible. The morphological identification of prey remains in the guano is not resolutive and
can be highly time consuming. Finally, many bat species are endangered and therefore protected
so that invasive methods cannot be applied to carry out diet surveys. Metabarcoding analysis of
the DNA contained in bat guano has thus been developed, (i) to better understand bat ecology
(Arrizabalaga-Escudero et al. 2015; Clare et al. 2014), (ii) to highlight the potential ecosystem
services provided by bats as pest suppressors (Aizpurua et al. 2018; Maslo et al. 2017b), and (iii)

ultimately to set up effective conservation strategies (Arrizabalaga-Escudero et al. 2015).
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However, most of these studies have used arthropod specific primer sets. The resulting problem
when working with guano collected from roost sites comes from the fact that several bat species
may roost in the same sites, and that the guano is not easily distinguishable between bat species.
In this case, it is critical to identify bat species to avoid mis-assigning preys to the wrong bat
species and also to discard guano samples that could be contaminated with excreta from other
bat species. To this end, Galan et al. (2018) optimized a metabarcoding approach to
simultaneously identify bat species and their prey, instead of using different primer sets and
methodologies to identify bat species on one hand and the arthropods on the other hand (e.g.
Bohmann et al., 2011; Van den Bussche et al., 2016). As the amplification of bat DNA may reduce
the sensitivity of prey DNA detection (Pompanon et al. 2012), it is important to find a trade-off

between the success of an exhaustive prey amplification and bat species identification.

In this study, we have addressed this question of the design of an optimal DNA
metabarcoding approach in order to study the diet of two European insectivorous bat species:
the greater horseshoe bat (Rhinolophus ferrumequinum) and the Geoffroy’s bat (Myotis
emarginatus). These two species are of particular interest regarding this methodological issue
because they share maternity roosts during summer but have contrasted diets. It is therefore
important to be able to assign guano collected from one or other of these two species. In this
context, our main objective was to compare different primer sets to identify the primer
characteristics that would maximize the accuracy of arthropod detection and identification, while
minimizing the time and cost of labour. We also compared the capacity of primer sets to provide

identification of bat species without over amplifying bat DNA. Following the recent
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recommendations of Elbrecht et al. (2019), we carried out a complete primer assessment
consisting of three stages. We first made an in silico comparison of primer sets, based on
hundreds of thousands of arthropods’ sequences gathered from public databases. This step
enabled to evaluate the primers’ efficiency to detect a wide taxonomic array of arthropods,
independently of the quality of the samples and the effects of laboratory procedures (extraction,
PCR, etc). We then performed an in vivo comparison of primer sets on two mock communities
(MC) — one containing only arthropod DNA and the other one containing both arthropod and bat
DNA. This step enabled to evaluate the efficiency of primer sets in detecting a wide taxonomic
array of known arthropod taxa, and to assess whether the presence of bat DNA influences the
efficiency of detecting prey. Lastly, we made an in vivo comparison of primer sets on guano
samples from two insectivorous bat species. This step allowed to compare the efficiency of primer
sets in amplifying degraded arthropod DNA which is likely to be encountered when working with

guano samples collected from roost sites.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 In silico evaluation

First, we selected primers commonly used for arthropod detection and identification in
metabarcoding approaches (Table 1). Six primer sets were selected on the COI gene and one on
the 16S gene. We favoured primer sets targeting either short region length (between 133 and 218

bp), but also some longer fragments (between 313 and 322 bp) to evaluate the potential effect
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of primer length on prey detection in bat guano. Then, based on existing primers, we designed
four new COI combinations of primers and one new 16S combination of primers on the basis of
the seven previously chosen primer sets. For the COI reverse primer from Jusino et al. (2018) and
the 16S primers from Epp et al. (2012), we increased the base degeneracy level to improve their
success of hybridization on DNA prey during the PCR amplification. To estimate the efficiency of
the 12 primer sets, we applied the R package PrimerMiner (Elbrecht et Leese 2016) to cluster
4,259,845 sequences from BOLD database in 327,412 COI OTUs (Operational Taxonomic Units)
and 83,651 sequences from NCBI database in 25,505 16S OTUs for 21 arthropod orders including
potential bat prey (details in Table S1). COIl and 16S sequences were aligned separately using
MAFFT v7.017 (Katoh et al. 2002) as implemented in GENEIOUS v8.1.7 (Kearse et al. 2012). The
consensus sequence alignment for each order of arthropods was visualized using PrimerMiner
which allows to identify suitable primer binding sites (Figure S1). All primer sets are detailed in

Table 1. They varied in target region length and degeneration level (Figure 1).

These 12 primer sets were evaluated and compared using PrimerMiner. This comparison is
based on a mean penalty score per arthropod order. It is calculated as a mismatch scoring that
considers the adjacency, position and type of mismatch between primers and template
sequences. Primers’ evaluation was only made for arthropod orders represented by at least 100
OTUs, as recommended by Elbrecht and Leese (2016). This enables to capture a sufficient part of
the variability potentially existing at primer binding sites. We evaluated each primer set by

combining the penalty scores from both the forward and reverse primers. We determined
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whether the arthropod OTUs should be theoretically successfully amplified using the default

value (success: penalty score < 120).

2.2 In vivo evaluation

2.2.1 Mock community: sample collection and preparation

Sampling details are provided in Table S2. Briefly, we collected 33 arthropod individuals
representing 16 orders (two taxa per order except for Opiliones, Dermaptera, Isopoda, Psocodea,
Julida, Polyxenida and Raphidioptera). They were captured alive in May and June 2019 in the
South of France, then immediately frozen at -20°C to avoid DNA degradation. Bat DNA was
obtained from tissue samples. They were collected in Western France from the wing membrane
(patagium) of greater horseshoe bats (R. ferrumequinum) using a 3-mm diameter biopsy punch.

Bat samples were preserved in 95% ethanol solution at 4°C until DNA extraction and pooling.

The DNA of arthropods and bats was extracted using EZ-10 Spin Column Genomic DNA
Minipreps Kit for Animal (BioBasic) following the manufacturer’s instruction. DNA extractions
were normalized to 7 ng/uL after Qubit fluorimeter quantification (Invitrogen). The integrity of

DNA was evaluated by electrophoresis on a 1,5% agarose gel.

We built two versions of the same mock community (MC) of 33 different arthropods taxa.
The first one contained the 33 arthropod DNA extracts mixed in equimolar proportion (MCarthr).

The second one contained 50% of this mock community and 50% of bat DNA (MCarthr+bat).
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We used the same DNA extractions of bats and arthropods to build reference sequences for
the COI and 16S genes. Normalized DNA was amplified and sequenced for each individual to
provide reference sequences for each gene. Firstly, we sequenced the 658bp ‘Folmer region’ of
the COI gene using Sanger technology as described in Sow et al. (2018). Secondly, we sequenced
the 106bp target region of the two 16S minibarcodes using the Epp-degen primer set and MiSeq
sequencing technology for each DNA extractions independently, following the same protocol

used for the analysis of the mock and guano samples, as described below.

2.2.2 Guano samples: collection and preparation

We collected 22 faecal pellets from five mixed maternity colonies of the greater horseshoe bat
and Geoffroy’s bat in Western France (see details in Table S2). Each guano was retrieved from
paper plates let on the ground during 10 days using single-usage pliers in order to avoid
contaminations between samples. Paper plates were renewed at each collection to avoid

contaminations. Samples were stored at -20°C until DNA extraction.

DNA extraction was performed according to Zarzoso-Lacoste et al. (2018). Briefly, guano
samples were frozen at -80°C then bead-beaten for 2 x 30s at 30 Hz on a Tissuelyser (Qiagen)
using a 5-mm stainless steel bead. DNA was extracted using the NucleoSpin 8 Plant Il kit

(Macherey Nagel) with the slight modifications recommended in Zarzoso-Lacoste et al. (2018).

2.2.3 PCR and library construction
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We made four versions of each primer by adding a 5’ heterogeneity spacer of 0 to 3 bp to the
primer sequence (Table S3). This increased the diversity at each sequencing cycle, improved the
detection of the sequencing clusters at the flowcell surface and thus increased the quality of the

reads. The four versions of each primer were mixed together before PCR.

We used the two-step PCR protocol described in Galan et al. (2018) with slight modifications.
First, we increased the time of extension step (2min instead 45s) in PCR1 and PCR; to reduce
chimera formation. Second, for each PCR replicate multiplexed in the same run, we used a double
indexing strategy as recommended in Kircher et al. (2012): each 9-bp i5 and i7 dual-index were
used only for one PCR sample, eliminating the problem of ‘leak’ due to false index-pairing (J.-F.
Martin 2019). The lists of the dual-index used are described in Table S4. We used the same PCR
programs for all the primer sets with a low annealing temperature (45°C) as recommended in
recent studies (Elbrecht et al. 2019; Jusino et al. 2018). We validated this program by checking
the quality of PCR amplification on the mock community for the 12 primer sets (Figure S2). The
PCR1 was performed in 10 pl reaction volume using 5 pl of 2x Qiagen Multiplex Kit Master Mix
(Qiagen), 2.5 ul of ultrapure water, 0.5 ul of each mix of forward and reverse primers (10 uM),
and 1.5 pl of DNA extract. The PCR: conditions consisted in an initial denaturation step at 95°C
for 15 min, followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 45°C for 45 s, and
extension at 72°C for 2min, followed by a final extension step at 72°C for 10 min. The PCR;
consisted in a limited-cycle amplification step to add multiplexing index i5 and i7 (9 bases each)
and lllumina sequencing adapters P5 and P7 at both ends of each DNA fragment from PCR1. PCR;

was carried out in a 10pl reaction volume using 5 ul of Qiagen Multiplex Kit Master Mix (Qiagen)
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and 2uL of each indexed primer i5 and i7 (0.7 uM). Then, 2 pL of PCR; product was added to each
well. The PCR; started by an initial denaturation step of 95°C for 15 min, followed by 8 cycles of
denaturation at 94°C for 40 s, annealing at 55°C for 45 s and extension at 72°C for 2min followed

by a final extension step at 72°C for 10 min.

We included in each 96-well microplate a negative control for extraction (NCext), a negative
control for PCR (NCpcr) and a negative control for indexing (NCingex). We performed three PCR
technical replicates per sample on each DNA extract. For the guano samples, we considered a
positive sample for a particular taxon if at least two replicates over three were positive, to
overcome the stochasticity of the PCR in the detection of rare prey while reducing the number of
putative false-positive results (i.e. one positive replicate over three is considered as a false-

positive result, Alberdi et al., 2018).

We checked the homogeneity of amplifications between primer sets and the absence of
nonspecific amplification by electrophoresis of 3 uL of each PCR; product on a 1.5% agarose gel.
Then PCR; products were pooled separately for each of the 12 primer sets and put on a low-
melting agarose gel (1.25%) for excision. After electrophoresis, the excision step aimed at
eliminating the primer dimers and non-specific amplifications. We used the PCR Clean-up Gel
Extraction kit (Macherey-Nagel) to purify the excised bands. The 12 pools were quantified using
the KAPA library quantification kit (KAPA Biosystems) taking into account the different fragment
length, normalized at 4nM, and pooled in equimolar concentration before loading 14 pM and 5%

of PhiX control on a MiSeq flow cell with a 500-cycle Reagent Kit v2 (Illumina).
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2.2.4 Taxonomic assignments

First, we used a R pre-processing script (Sow et al. 2019) to merge pair sequences into contigs
with FLASH v.1.2.11 (Magoc et Salzberg 2011) and to trim primers with CUTADAPT v.1.9.1 (M.
Martin 2011). We then used the FROGS pipeline (‘Find Rapidly OTU with Galaxy Solution’, Escudié
et al., 2018) to create an abundance table for each variant. Briefly, this pipeline enabled to (i)
filter sequences by length (+/- 20 bp from the expected length), (ii) cluster in Operational
Taxonomic Units (OTUs) the variants using a maximum aggregation distance of one mutation with
the SWARM algorithm (Mahé et al. 2014), (iii) remove chimeric variants using VSEARCH with de
novo UCHIME method (Edgar et al. 2011; Rognes et al. 2016), and (iv) filter by keeping only OTUs

present in at least two PCR replicates.

Taxonomic assignments were carried out for each primer set, following different procedures.
We used the reference sequences produced to analyse mock community results (see above). This
enabled to identify the genuine sequences of the two mock communities (Table S5). With regard
to guano samples, we analysed the 16S OTUs using BLASTN (Altschul et al. 1990) and the NCBI
Nucleotide database (D. A. Benson et al. 2008). Taxonomic assignments of COl OTUs were made
using the NCBI BLAST+ automatic affiliation tool available in the FROGS pipeline, with the Public

Record Barcode Database (data related to BOLD database http://v3.boldsystems.org in February

2019, with maximum 1% of N). We determined the final affiliations following the description

provided in Appendix S1.
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2.3 Statistical analyses

2.3.1 In silico data

We tested the effect of the level of primer degeneracy on the mean penalty score and on
theoretical amplification success. We used respectively a Poisson and a binomial Generalized

Linear Mixed Model (GLMM), with the primer set and the order as random effects.

2.3.2 Mock communities data

We tested the effect of the amplicon length, the level of primer degeneracy and the percentage
of bat reads on the percentage of arthropod taxa detected using a binomial Generalized Linear

Model (GLM).

2.3.3 Guano samples data

We tested the effect of the amplicon length, the level of primers degeneracy, the total number
of reads and the percentage of bat reads on the number of arthropod occurrences using a Poisson
GLM. Taxa occurrence was considered instead of the absolute number of taxa in order to take
into account the frequency of detection of a particular taxon for each primer set, and to minimize

the detection of rare taxa (i.e. detected in a single sample).
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We did not include the 16S primer sets in the in vivo statistical analyses (mock communities
and guano samples) because of confounding factors (e.g. smaller size of the 16S reference

database compared to the COIl database).

2.3.4 Defining a strategy to determine the best primer set(s) for the study

We developed a multi-criteria table that included criteria for each step of the primer set
evaluation (in silico, mock community and guano sample analyses). We provided a score for each
criteria with regard to the objectives and constraints of our future metabarcoding studies. All

criteria are detailed in Table S7.

3 RESULTS

3.1 In silico evaluation

The in silico evaluation was performed on 21 arthropod orders (see list in Table S1). We recovered
almost fifty times more sequences for the COI (4,259,845 sequences) than for the 16S gene
(83651 sequences) using BOLD and NCBI databases. The two orders Dermaptera and Julida, and
the four orders Archaeognatha, Dermaptera, Julida and Mecoptera, were respectively excluded
from the COIl and 16S analyses using PrimerMiner because of their insufficient number of OTUs

(< 100; Table S1).
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The mean penalty scores and the theoretical amplification success varied strongly between
primer sets and between arthropod orders (Figure 2, Tables S8 and S9). We found a significant
negative influence of the level of primer degeneracy on the mean penalty scores (GLMM, p =
1.01e-12) and a positive influence on the theoretical amplification success (GLMM, p = 2.88e-09)
(Table S10). The high mean penalty scores (> 165) and low amplification success (mean < 50%)
were observed for the primer sets exhibiting a lack of degeneracy (e.g. mIHCO, Lep1l, Zeale and
Epp). For example, the mean penalty score of Epp primers was around 12 times higher than the

score of its degenerated version Epp-degen.

3.2 In vivo evaluation - Mock communities

3.2.1 Sequencing results

DNA quality checks revealed that DNA showed a good integrity for all the taxa considered, except
for the Hemiptera-1 (Uroleucon sp.) which was degraded (Figure S2). PCR products of the MCs on
agarose gels revealed that amplification was homogeneous between primer sets (Figure S2).
MiSeq sequencing produced a total of 3,100,343 reads for the two MCs. Removing reads with
unexpected length excluded up to 6.3 % of the reads (Hex primer set), removing chimera excluded
up to 4.67% of the reads (fwhFol primer set) and removing reads not shared by at least two PCR
replicates excluded up to 21.64% of the reads (mIHCO primer set). The remaining reads varied

from 168,815 for Hex to 284,216 for Lep1 (Table S11).
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3.2.2 Detection of bat DNA

All primer sets amplified less bat DNA (up to 18.36% of the number of reads; replicate 2 of Epp-
degen) than expected (50% because arthropod and bat DNA were in equimolar proportions in the
M Carthrsbat, Se€ Figure S3). Primers with a lack of degeneracy amplified only few reads (Hex, mIHCO
and Epp; mean of triplicate < 0.01%) or did not amplify any bat DNA at all (Zeale and Lep1). The
degenerated primers fwh2 and MG2-ANML-degen amplified less than 1% of bat reads and fwh1
and MG2fwh less than 5.2%. The best primer sets for the amplification of bat DNA were Epp-

degen (mean triplicate 10,17%), fwhFol (mean triplicate 7.53%) and MG2 (mean triplicate 7.43%).

3.2.3 Detection of arthropod taxa

The percentage of arthropod taxa detected in MCs varied from 67% to 100% (see Figure 3 and
Figure S4). In the mock community with no bat DNA (MCarthr), only MG2 amplified all arthropod
orders in triplicate. Five other primer sets (MG2fwh, MG2-ANML-degen, fwh1, fwh2 and fwhFol)
amplified all arthropod orders; however, the taxa with degraded DNA (Uroleucon sp. Hemiptera-
1) amplified only few reads in two replicates over three. Hex was also among the best primer sets
as it amplified all taxa except the degraded Hemiptera-1. Hemiptera-1 was mis-amplified by less
than half of the primer sets (only one to three reads were recorded) and not amplified by the
others. In accordance with the in silico evaluation, mIHCO, Lepl, Zeale and Epp failed to detect
an important number of taxa, and Zeale and Lepl were the less efficient primer sets with

respectively eight and 14 taxa not amplified or mis-amplified (two replicates over three). Our
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results revealed a positive effect of the COl primers degeneracy level on the percentage of
detected taxa in MCarthr (GLM, p = 6.54e-05; Table S10) but no effect of the amplicon length (GLM,
p = 0.681; Table S10). The influence of the degeneracy is also illustrated by the two 16S primer
sets: Epp mis-amplified or did not amplified five (MCarthr) and six taxa (MCarthr+bat), While its
degenerated version Epp-degen mis-amplified or did not amplify only two taxa over the 33 of

each mock community.

In the mock community with bat DNA (MCarthr+bat), four primer sets MG2, MG2-ANML-degen,
fwh2 and fwhFol amplified all taxa in triplicates (Figure S4). The primer set fwh1 performed with
reduced efficiency as it did not amplify Hemiptera-1 at all. The two primer sets Zeale and Lep1l
were still the less efficient ones with respectively eight and 13 taxa that were not amplified or
mis-amplified. Our results revealed a positive effect of the level of COI primers degeneracy on the
percentage of detected taxa in MCarthr+bat (GLM, p = 0.001; Table S10). We found no effect of the
amplicon length (GLM, p = 0.781; Table S10) or of the percentage of bat reads (GLM, p = 0.668;

Table S10).

In both MCs, the primer sets that detected the smaller number of taxa also exhibited the
largest variation of read number between arthropod taxa and between the observed and

expected number of reads (Zeale, Lep1, mIHCO and Epp, Figure S4).

3.2.4 Taxonomic identification of arthropod taxa
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The COI primer sets provided identical identification and exhibited only slight differences in
taxonomic resolution (Table S12). By contrast, the COIl and 16S primer sets often provided
different identifications and levels of taxonomic resolution. Identical identifications were found
for only eight taxa among the 33 arthropod taxa included in the MCs. The 16S primer sets always
reached lower level of taxonomic resolution. The only exceptions were (i) Lepidoptera-2 that was
identified at the species level (Melitae deione) by the 16S primer sets and at the genus level only
by the COI primer sets, and (ii) Psocoptera-2 that was identified at the genus level (Myopsocus

sp.) by the 16S primer sets and not identified by the COI primer sets.

3.3 In vivo evaluation — Guano samples

3.3.1 PCR verification and sequencing results

DNA amplification was relatively homogeneous between primer sets and pellet samples, except
for Hex and Lep1 which led to amplification failures and non-specific products (Figure S2). MiSeq
sequencing produced a total of 9,190,350 reads. Removing reads with unexpected length
excluded 0.52% (Epp-degen) to 10.57% (Lep1) of the reads (except 40.16 % of the reads for Hex).
Removing chimera excluded 0.1% (Epp-degen) to 6.42% (mIHCO) of the reads. Removing reads
not shared by at least two PCR replicates excluded 0.3% (Epp-degen) to 16.17% (Hex) of the reads
(Table S11). Finally, the primer set Hex apart (368,121 reads), the remaining reads varied from

552,914 (Epp-degen primer set) to 808,594 (Zeale primer set).
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3.3.2 Detection of bat taxa

Two bat species were mainly identified: Rhinolophus ferrumequinum and Myotis emarginatus. R.
ferrumequinum was predominant (mean percentage of reads > 98.9% of all the Chiroptera reads)
in ten samples, M. emarginatus in eleven samples (mean percentage of reads > 99.2%) and both
species were found in high mixed proportions in one sample (mean percentage of R.
ferrumequinum reads = 84.2% and mean percentage of M. emarginatus reads = 15.80%). This
sample was discarded from further analyses. For eight primer sets and 12 samples, a mix of R.
ferrumequinum and M. emarginatus reads was also observed but in highly unbalanced
proportion, indicating very slight traces of cross-contaminations between pellets from different
bat species in the colonies (median of reads contamination < 0.05%, Table S13). Traces of DNA
from another bat species, Myotis myotis, were also found in three samples by four primer sets
(mean of 0.0001% of bat reads; Epp-degen, fwh1, MG2 and MG2fwh). Moreover, some primer
sets amplified none of the two bat species (Hex) or only one bat species (Zeale, Lep1) whereas
others amplified both bat species (Figure S5). However, the percentage of bat reads in R.
ferrumequinum pellets was always lower than in M. emarginatus pellets, whatever the primer set

considered (Figure S5).

3.3.3 Detection of arthropod taxa

We found a negative effect of the amplicon length (p = 0.030) and a positive effect of the number

of reads (p = 0.032) on the number of occurrences detected (Table S10). However, the number of
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reads was not significant (p = 0.397) when the primer set with the lowest number of reads (Hex)
was excluded. The degeneracy level of the primers and the percentage of bat reads had no effect

on the number of occurrences detected (p = 0.140 and p = 0.111, respectively).

Taken together, our result showed that the 12 primer sets allowed the identification of 96
occurrences of prey items in the R. ferrumequinum samples (10 orders, 32 families, 56 genus and
60 species) and 109 occurrences of prey items in the M. emarginatus samples (11 orders, 34
families, 63 genus and 65 species). The 16S primer sets revealed respectively about 30% and 20%
of the occurrences in R. ferrumequinum and M. emarginatus samples (Figure 4A). Only six of the
ten COI primer sets allowed the detection of at least 50% of the occurrences of prey items in R.
ferrumequinum samples and only four in M. emarginatus samples (Figure 4A). The other COI
primer sets revealed from 31.2% to 49.5% of the total number of occurrences. Zeale primer set
revealed the highest number of arthropod occurrences for both bat species (N = 68; 62% of R.
ferrumequinum occurrences and N= 68, 71% of M. emarginatus occurrences); however, it did not
allow the amplification and identification of bat species. The optimal primer set that amplified
bat DNA and provided the highest number of arthropod occurrences for both bat species was
fwh1 (number of occurrencer ferrumequinum) = 60; number of occurrencew.emarginatus) = 62) although
MG2 was slightly better than fwhl for R. ferrumequinum samples (number of
OCCUITeNCe(R ferrumequinum)= 63). The combination of one to four primer sets (Epp-degen, fwh1l, MG2
and Zeale) allowed a gain from nine to 18 occurrences in R. ferrumequinum samples (89.58% of
the occurrences detected by combining all primer sets) and from 20 to 25 occurrences in M.

emarginatus samples (85.32% of the occurrences detected by combining all primer sets) (Figure
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4B). However, one third of all the occurrences corresponded to mis-amplification associated with
a low number of reads (amplification in two PCRs out of three, Figure 4B and Figure S6). In R.
ferrumequinum samples, these unreliable occurrences represented a very low number of reads
whatever the primer set considered (median < 39 reads). In M. emarginatus samples, these
unreliable occurrences also represented a very low number of reads ranging from 5 to 575 (except
4,186 for Zeale) for all primer sets (Figure 4B). The maximum number of unreliable reads was
lower in R. ferrumequinum than in M. emarginatus samples (591 reads, Zeale, Figure 4B). Finally,
we observed that 79.3% (M. emarginatus) and 86.7% (R. ferrumequinum) of the occurrences

revealed by only one primer set were unreliable (Figure S6).

3.4 Multi-criteria evaluation of primer sets

Based on the PrimerMiner scores of mean penalty and theoretical amplification success, the
multi-criteria table enabled to identify seven appropriate primer sets (MG2, MG2fwh, MG2-
ANML-degen, fwh1, fwhFol, Hex and Epp-degen), one intermediate (fwh2) and four inefficient
primer sets (Lepl, mIHCO, Zeale and Epp) (Table 2). The number of detected taxa (bat and
arthropods) and the taxonomic resolution of their identification indicated that six primer sets
were equivalent considering mock community results: MG2, MG2fwh, MG2-ANML-degen, fwh1,
fwh2 and fwhFol (Table 2). Finally, Zeale was identified as the optimal primer set when bat DNA

amplification is not needed, otherwise fwh1 or MG2 primer sets should be selected (Table 2).
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4 DISCUSSION

The recent technique of eDNA metabarcoding has proven to be a promising tool for describing
biodiversity in a broad array of contexts (Bohmann et al. 2014). Beyond the objectives of scientific
quality, the accuracy and completeness of the results gathered by metabarcoding are critical as
they are potentially at the core of further management strategies. Previous metabarcoding
studies have highlighted how the choice of primer sets may influence the detection of particular
arthropod species in diet analyses, and in turn the interpretation of trophic ecology (e.g. for bats,

Esnaola et al., 2018).

4.1 Need for primers that identify predator species and discard contaminated

samples

The requirement for the molecular identification of predators in insectivorous diet analyses
depends on the sampling scheme and on the ecology of these organisms. It is especially important
when using environmental samples, such as faecal samples, to ensure that samples correspond
to the species of interest and to avoid erroneous assignation of prey (Ware et al. 2019). For
example, a metabarcoding study by Forin-Wiart et al. (2018) on cat faecal samples revealed that
2.4% of these later belonged to another predator species. Similarly, Biffi et al. (2017) identified
the presence of several host species in 57% of the faecal samples supposed to come from the
Pyrenean desman. In the particular case of insectivorous bats, the identification of bat species

from guano is critical when guano is collected from under the roost, especially when bat colonies
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are known to be mixed, whereas it is potentially less important when guano is retrieved from
trapped bats, or from mono-specific bat colony. However, even colonies supposed to be mono-
specific can be shared by cryptic bat species (Filippi-Codaccioni et al. 2018) or other insectivorous
species (e.g. birds). Furthermore, we showed that some of the guano sampled under the roosts
of mixed colonies (R. ferrumequinum |/ M. emarginatus) are contaminated with excreta from
different bat species, including M. myotis that are not expected to be present in the studied
colony. Hence, in future diet analyses, the simultaneous identification of bat species will enable
the presence of unexpected species in the roost to be revealed and also allow guano that is too
contaminated to be discarded. It is thus particularly important to ensure that primer sets are able
to identify all bat species potentially present in the roosts. Indeed, our results showed that some
primer sets do not amplify bat species at all, and that others can only provide bat identification

for some of the bat species of interest (one out of three).

The simultaneous identification of predator and prey is often avoided in diet analyses as an
elevated predator amplification is expected to dampen that of prey (Pompanon et al. 2012;
Vestheim et Jarman 2008). Other approaches are applied to ensure that the samples belong to
the relevant species, including the diagnostic PCR which is specific for the expected species and/or
Sanger sequencing which reveals only the major DNA sequence of the sample (Bohmann et al.
2011; Forin-Wiart et al. 2018). However, these alternatives add a supplementary step to the
process, thereby increasing the time and cost of the analyses. Most importantly, they do not
reveal the presence of non-target predator species, or the rate of between-species contamination

of samples which — unlike metabarcoding — prevents contaminated samples being discarded.
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Moreover, we have shown that simultaneous predator amplification by metabarcoding does not
necessarily lead to a drop in prey detection. Our results revealed that there is no effect of the
percentage of bat reads on the percentage of arthropod taxa detected in mock communities,
neither on the number of arthropod occurrences in guano samples. This corroborates the results
of Galan et al. (2018) which highlighted the well-balanced proportions of reads for bats and their
prey with a particular primer sets. We therefore recommend the systematic identification of

predator species when working on environmental faecal samples.

4.2 Choosing between the “16S + COI” and “COI alone” strategies

In this study, we have compared primers designed from two mitochondrial genes that are
frequently used in eDNA metabarcoding of animals (Deagle et al. 2014): the COl and 16S genes.
Our results showed that the 16S primer sets are always less efficient and have lower levels of
taxonomic resolution than most of the COI primer sets tested. This was surprising, as for example,
the 16S Epp-degen was identified as one of the best primer sets from the in silico analysis and we
expected a high amplification success due to its short amplicon length and high level of
degeneration. In consequence, it is likely that the poor performance of 16S primers revealed from
guano analyses is due to the paucity of reference sequences in the 16S database, as has been
emphasized in previous studies (Clarke et al., 2014; Elbrecht et al., 2016; Marquina et al., 2019b).
This difference in diversity between COIl and 16S reference databases could explain the

differences in the number of taxa affiliated. Lack of reference sequences could also bias results
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when analysing short length amplicons. Indeed, as there are less reference sequences, the risk of
obtaining an identification with strong confidence levels for the wrong taxa are potentially higher.
Moreover, this lack of reference sequences also increases the possibility that 16S affiliations are
different from COIl ones, therefore leading to false increase in species richness when combining
both genes, as it was observed in this study for mock community analyses (Trichoptera-1
identified as Stenophylax vibex for COI primer sets and Anabolia bimaculata for 16S primer sets;
Table S12). Therefore, the choice of the marker in metabarcoding studies should strongly be
guided by the comprehensiveness of the reference database. We advocate for the use of the COI
gene in animal metabarcoding studies because of its extensive database. However 16S gene can
be used if a sequence database of local species of interest is specifically created (Elbrecht et al.

2016).

4.3 How many COI primer sets should be used?

To counter the negative effect of primer bias, two main strategies have recently been proposed
based on the COI gene. Corse et al. (2019) advocate for the use of multiple primer sets as a key
to finely describe species diversity, to reveal greater diversity and to decrease false negative
results. However, the in silico analysis of the three primer sets used in their study showed that
they are not degenerated enough to correctly amplify a large spectrum of prey. Nevertheless, the
negative effects of primer bias can be reduced by incorporating primer degeneracy and carefully

choosing primer sets suited for the targeted ecosystem and taxonomic groups of interest

207



530

531

532

533

534

535

536

537

538

539

540

541

542

543

544

545

546

547

548

549

550

(Elbrecht et al. 2019). In our study no primer set alone was able to detect all occurrences. This
was also the case in the very recent primer set comparison of Elbrecht et al. (2019) on a Malaise
trap. At first glance, our results show that combining up to four primer sets allows a gain of
between 8.5% (Zeale + fwh1l) and 17% (Zeale + fwhl + MG2 + Epp-degen) of arthropod
occurrences in R. ferrumequinum samples and between 20.8% (Zeale + fwh1) and 26% (Zeale +
fwhl + MG2 + Epp-degen) of arthropod occurrences in M. emarginatus samples, therefore
advocating for the use of multiple primers. Deciphering between the ‘one-locus versus several
locus strategies hence relies on the trade-off between on one hand the completeness and on the
other hand the cost of combining several primers. However, a mean of 23.8% (R. ferrumequinum)
and 31.6% (M. emarginatus) of these occurrences were characterized by the amplification of only
two replicates out of three and a small number of reads (median < 125 reads, except Zeale > 4,000
reads in M. emarginatus samples). These particular occurrences are the reason why the plateau
of taxa occurrence cannot be reached with the combination of a reasonable number of primer
sets. These less repeatable occurrences could be due to the weak biomass of prey (low DNA
guantity), traces of old meals (degraded DNA, as observed with the Hemiptera-1 of our mock
community), traces of secondary predation (e.g. meal of Araneae, the more frequent order in the
M. emarginatus diet), or environmental contaminations potentially from other bat or
insectivorous species. Moreover, 79.3% (M. emarginatus) and 86.7% (R. ferrumequinum) of the
occurrences that were revealed by a single primer set, and therefore that could be interesting to
recover by combining several primer sets, are less repeatable between PCR replicates (i.e. only

two positive PCRs over three for these taxa; small number of reads). These results bring new
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insights into the real benefit of attempting to recover all taxa occurrences, in the case where one
third of them are less repeatable with regard to PCR replication, and not replicable between
primer sets. We therefore recommend the use of a single primer set, following the characteristics

described below.

4.4 What is the best COIl primer set for characterizing insectivorous diets?

In silico and in vivo tests have been shown to be complementary and critical for assessing the
performance of primers (Alberdi et al. 2018; Corse et al. 2019; Elbrecht et al. 2019). Indeed, in
our study combining both in silico, mock community and guano analyses enabled us to reveal
both the strong and weak points of 12 primer sets for a large spectrum of taxa. DNA quality is not
of importance during in silico and mock community analyses, so that the amplicon length has no
significant effect on the number of arthropod taxa detected, while the degeneracy level of the
primers has a major positive effect as it minimizes mismatches for DNA from diverse taxonomic
assemblages (Braukmann et al. 2019). On the other hand, when considering DNA from guano
samples, amplicon length was the most important factor influencing the success of arthropod
detection. Too long amplicons (> 313 bp), such as Hex and fwhFol, were less effective, which could
be explained by the low proportion of large size DNA fragments in degraded samples. Therefore,
our results strongly supported the use of short length amplicon and degenerated primers to
maximize biodiversity coverage in metabarcoding analyses (Elbrecht et al. 2019; Elbrecht et Leese

2017; Galan et al. 2018; Vamos, Elbrecht, et Leese 2017).
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Zeale primer set (Zeale et al. 2011) showed important amplification failure in the in silico and
mock community analyses but not in the guano analysis. Low taxon recovery of the Zeale primer
set has previously been observed for terrestrial arthropods (Brandon-Mong et al. 2015; Clarke et
al. 2014; Elbrecht et al. 2019). Zeale primer set seems well suited for detecting Lepidoptera
because it has a high taxonomic coverage for this order (Clarke et al. 2014; Zeale et al. 2011). As
the diet of European bats is mainly dominated by Lepidoptera and Diptera (Alberdi, Razgour, et
al. 2019), the Zeale primer set remains mostly used in insectivorous bat diet studies (e.g. Aizpurua
et al., 2018; Andriollo et al., 2019; Clare et al., 2014b; Vesterinen et al., 2018). However, it is not
well suited when facing a large spectrum of arthropods. Moreover, it is important to note that
the Zeale primer set does not enable to identify bat species. It is thus not recommended in eDNA
studies, especially when several insectivorous predator species live on the same sites. Lastly,
numerous taxa detected with Zeale primer set are not observed using other primer sets, as noted
by Elbrecht et al 2019 who underlined the putative presence of false positive results, or are
weakly reliable considering PCR replication results. Therefore, previous results of insectivorous
(bat) diet gathered from this primer set only might be affected by the potential biases revealed

here.

Here, the best primer set identified to characterize simultaneously the diet of R.
ferrumequinum and M. emarginatus from guano samples collected under mixed roosts was fwh1
(Vamos et al., 2017) (Table 2). The contrasted performances of the primer sets between bat

species for arthropod detection highlight the need to test several primer sets on a representative
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subset of eDNA samples before undergoing large-scale metabarcoding study in order to

determine which is the most suitable for the sampling scheme and biological model.

5 Conclusion

Our study supports the importance of combining in silico, mock communities and field sample
preliminary analyses to determine the benefits and the limits of the potential primer sets before
conducting research based on metabarcoding. This three-stage assessment of primer
performance confirms that primer success is determined by amplicon length, base degeneracy
level and completeness of reference databases. Our work also emphasizes that the identification
of the best primer sets for insectivorous diet studies is not only highly dependent on the objective
and financial resources of the study, but also on the sampling scheme and fieldwork constraints
that impact DNA quality and the need to identify the predator species. Finally, we have evidenced
the presence of unreliable occurrences that significantly reduces the benefits of using
combinations of primer sets. In conclusion, we advocate for the use of multi-criteria assessment
that summarizes all the information required to evaluate primer sets performance to guide the
choice of the investigator. This analytical framework can easily be adapted to other

metabarcoding studies of predator diet.
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TABLES

Table 1. Primer sets information. Bases in bold indicate the bases which were degenerated in this study.

Targeted Amplicon
Custom name Region Primer names Sequence 5'-3' region P References
length
length
F: MG2-LCO1490  TCHACHAAYCAYAARGAYATYGG this study, based on Galan et al. 2018
@® wma2 col 133 185 Gillet et al. 2015
R: MG2-univ-R ACYATRAARAARATYATDAYRAADGCRTG (Gillet et al. )
F: MG2-LCO1490 TCHACHAAYCAYAARGAYATYGG this study, based on Galan et al. 2018
@ MG2fwh col 178 221
R: fwhR1 ARTCARTTWCCRAAHCCHCC Vamos et al. 2017
F: MG2-LCO1490  TCHACHAAYCAYAARGAYATYGG this study, based on Galan et al. 2018
MG2-
® col 181 224
R: 1-CFMR-
ANMLdegen degen cot-c AYNARTCARTTHCCRAAHCC this study, based on Jusino et al. 2018
F: fwhF1 YTCHACWAAYCAYAARGAYATYGG
@ fwh1l col 178 222 Vamos et al. 2017
R: fwhR1 ARTCARTTWCCRAAHCCHCC
F: fwhF2 GGDACWGGWTGAACWGTWTAYCCHCC
B fwh2 col 205 254 Vamos et al. 2017
R: fwhR2n GTRATWGCHCCDGCTARWACWGG
F: fwhF2 GGDACWGGWTGAACWGTWTAYCCHCC Vamos et al. 2017
® fwhFol col 313 365
R: Fol-degen-rev  TANACYTCNGGRTGNCCRAARAAYCA Yu et al. 2012
F: mICOlintF GWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC Leray et al. 2013
@ miHco col 313 364
R: HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al. 1994
F: LepF1 ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG
Lepl col 218 265 Brandon-Mong et al. 2015

R: MLepF1l-rev

CGTGGAAAWGCTATATCWGGTG
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R: Coleop_16Sd

TCCATAGGGTCTTCTCGTC

F: HexCOIF4 HCCHGAYATRGCHTTYCC
(©® HEx col 322 358 Maquina et al. 2018
R: HexCOIR4 TATDGTRATDGCHCCNGC
F: ZBJ-ArtFlc AGATATTGGAACWTTATATTTTATTTTTGG
Zeale col 157 211 Zeale et al. 2011
R: ZBJ-ArtR2c WACTAATCAATTWCCAAATCCTCC
F: Epp-degen-F TRCWAAGGTAGCATAATMAHTWG
@ Epp-degen 16S 106 148 this study, based on Epp et al. 2012
R: Epp-degen-R TYWATRGGGTCTTVTYGTC
F: Coleop_16Sc TGCAAAGGTAGCATAATMATTAG
@ Epp 16S 106 148 Epp et al. 2012
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Table 2. Multi-criteria table indicating the score of each primer set for the three assessment steps performed. Scores range from

1 (“poorly efficient”) to 3 (“very efficient”). Criteria are detailed in Table S7.

C
(O]
00
[}
Ee)
= c
< =2 gJ.O
2 < K S 3
Anal Criter 5y 8 § £ 2 £ =9 £ 5 ¢ T a
nalyses riteria =
> S S 2 2 2 3 £ T N & S
Mean amplification 3 3 3 3 5 3 1 1 3 1 3 1
Insilico ~ SUCCess
Mean penalty 3 3 3 3 2 3 1 1 3 1 3 1
Bat amplification 3 3 3 3 3 3 1 3 1 1 3 2
In vivo — Ta.xa amplification 3 3 3 3 3 3 1 3 3 1 3 )
Mock fails
communities Resolut h
esolution at the g 3 3 3 3 3 1 2 2 1 1 1
species level
Bat amplification 3 3 3 3 3 3 2 3 1 1 3 3
Occurrence of taxa 2 2 2 3 2 1 1 1 1 3 1 1
Number of orders 2 2 2 2 3 2 1 1 1 3 2 1
In vivo - Number of families 2 3 2 3 3 1 2 1 1 3 1 1
Guano
Number of genus 2 2 2 3 2 2 1 2 1 3 1 1
Number of species 2 2 2 3 2 1 2 1 1 3 1 1
Resolution at the 5 5 5 5 5 1 1 1 1 3 1 1

species level
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FIGURES LEGENDS

Figure 1. Visual representation of primer length and position on the COI gene. Primers are
represented by a number (see Table 1) and a coloured arrow, with each colour representing a
unique primer set. For each primer set, the number on the grey line correspond to the amplicon
length. This information is synthetized on the bottom of the figure, with the whole COI Folmer
region represented and each primer set indicated with traits of its respective colour.

Figure 2. In silico evaluation of arthropod orders represented by at least 100 OTUs using
PrimerMiner. A) Primer sets performance is shown for each order using pie charts, with green and
red colours representing respectively success and failure of amplification. Success of amplification
corresponded to PrimerMiner mean penalty score < 120 and amplification failure to a mean
penalty score >= 120. B) Boxplots of the median of PrimerMiner mean penalty scores over all
arthropod orders and for each primer set, with mean values represented by a circle within
boxplots. C) Percentage of degeneracy level of each primer set.

Figure 3. Representation on a log-scale of the number of reads gathered for each arthropod order
with the MG2 and Zeale COI primer sets, and Epp and Epp-degen 16S primer sets, from the three
technical replicates of the mock community MCarthr. The blue line indicates the expected number
of reads. Each point represents a technical replicate. Yellow bars emphasize situations where only
one or two PCR over three amplified. Red bars emphasize situations where none of the replicate
amplified.

Figure 4. Occurrences of arthropod prey items detected in guano samples for each primer set and
for four combination of primer sets. These later include primer sets that provided the best results
in terms of occurrence of arthropod orders. Dashed lines separate the primer sets from the
combinations of primer sets. N is the number of guano samples analysed for each bat species. A)
Occurrences of arthropod orders. Black lines represent 50% of the occurrences (55 occurrences
for M. emarginatus samples and 48 for R. ferrumequinum samples). B) Comparison of the number
of occurrences of arthropod orders considering the repeatability of the technical PCR replicates
(dark green = occurrences validated in three PCR over three; light green = occurrences validated
in two PCR over three). Numbers correspond to the number of reads gathered for each class of
occurrence validation (three PCR over three vs two PCR over three).
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Figure 4. Occurrences of arthropod prey items detected in guano samples for each primer set and
for four combination of primer sets. Dashed lines separate the primer sets from the combinations
of primer sets. N is the number of guano samples analysed for each bat species. A) Occurrences
of arthropod orders. Black lines represent 50% of the occurrences (55 occurrences for M.
emarginatus samples and 48 for R. ferrumequinum samples). B) Comparison of the number of
occurrences of arthropod orders considering the reliability of the technical PCR replicates (dark
green = occurrences validated in three PCR over three; light green = occurrences validated in two
PCR over three) for each primer set and four primer set combinations. These later include primer
sets that provided the best results in terms of occurrence of arthropod orders. Dashed lines
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separate the primer sets from the combinations of primer sets. Numbers correspond to the
number of reads gathered for each class of occurrence validation (three PCR over three vs two
PCR over three).
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SUPPORTING INFORMATION

(https://www.biorxiv.org/content/10.1101/742874v1)

Appendix S1. Rules used to determine the final identifications of OTUs in guano samples.

Table S1. Number of COIl and 16S OTUs, obtained respectively with sequences from BOLD and
NCBI databases.

Table S2. Information about the samples, the laboratory controls and the technical replicates.

Table S3. Versions of the primers used in PCR1 of the 2-step PCR including heterogeneity
spacers and lllumina sequencing primer sequences.

Table S4. Information about the samples, the laboratory controls and the technical replicates.
Error-proof indexes for high throughput sequencing were created by Martin (2019).

Table S5. Genuine sequences of the two mock communities. Number of reads are reported
for each replicate and each primer set.

Table S6. Examples of affiliation errors for several primer sets in reference databases.

Table S7. Detailed criteria and results for the in silico and empirical comparison of the twelve
primer sets.

Table S8. Mean penalty scores obtained for each arthropod order (OTUs > 100) with each
primer set using PrimerMiner program.

Table S9. In silico amplification success obtained for each arthropod order (OTUs > 100) and
primer set using PrimerMiner program.

Table S10. Effect of the primer set characteristics on the in silico amplification success and
mean penalty score, the detection of mock community taxa and the detection of arthropod
occurrences in guano samples. *** p <0.001, ** p < 0.01 and * p < 0.05.

Table S11. Objectives and impact of the pre-process and FROGS pipelines on the number of
reads. § 'Complete run ' indicates that the run included other samples than those of the two
mock communities. ¥ = genuine sequences, t = identity > 97% and coverage > 90%, ¥ identity
< 97% and/or coverage <90%.

Table S12. Molecular identification of the taxa in the mock communities obtained using the
genuine sequences of each specimen. '<97%' indicated a percentage of identity lower than
97%.

Table S13. Percentage of each bat species in mixed samples. Rf = R. ferrumequinum, Me = M.
emarginatus.

Figure S1. Consensus sequence alignment of 21 arthropod orders using the PrimerMiner R
package.

Figure S2. PCR products of the mock communities (left column) and guano samples (right
column) on agarose gel.
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Figure S3. Percentage of bat reads for each primer set in the mock community MCarthr+bat. The
red line indicated the expected value for percentage of bat reads (50%).

Figure S4. Representation on a log-scale of the number of reads gathered for each arthropod
order with the 12 primer sets, from the three technical replicates of the mock community
MCarthr and MCarthr+bat. The blue line indicates the expected number of reads. Each point
represents a technical replicate. Yellow bars emphasize situations where only one or two PCR
over three amplified. Red bars emphasize situations where none of the replicate amplified.

Figure S5. Percentage of bat reads gathered in the guano samples (Ngf = 10, Nme=11) for each
primer set. Me = Myotis emarginatus, Rf = Rhinolophus ferrumequinum.

Figure S6. Occurrences of taxa in M. emarginatus samples (N = 11) and R. ferrumequinum (N
= 10) not shared between primer sets, or shared by at least one COI primer set and one 16S
primer set, or shared by at least two COI primer sets. Number of PCR replicates: '2' (light green)
= occurrence in two PCR over three, '3' (green) = occurrence in three PCR over three.
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CHAPITRE Ill. Variation spatio-temporelle du
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1. Introduction

1.1. Régime alimentaire et biologie de la conservation
Les ressources alimentaires constituent un facteur majeur de la croissance, de la reproduction
et de la survie des individus (Perrig et al. 2017; Yuan et al. 2018; Brodmann et al. 1997,
Andersen, Faergvig, et Hessen 2007; Arnott, Brand, et Kos 1986). Outre une disponibilité
insuffisante, des ressources alimentaires de moins bonne qualité peuvent étre a |'origine
d’une croissance réduite des juvéniles (Stephens, Berven, et Tiegs 2013) ou d’une réponse
immunitaire moins efficace face a un parasite ou une maladie (Pap et al. 2009; Vass et Nappi
1998). En conséquence de nombreuses études montrent des liens entre les ressources
alimentaire et la valeur sélective des individus (ex : Sorensen et al. 2009; Serrano-Davies et
Sanz 2017) ou la viabilité des populations (ex: Taylor et Schultz 2008). De plus certaines
caractéristiques du régime alimentaire des espéces favorisent leur risque d’extinction. Il s’agit
par exemple d’un niveau trophique élevé qui expose les especes aux effets cumulatifs des
perturbations le long de la chaine alimentaire (Purvis et al. 2000; Careddu et al. 2015; Mann
2011). Une niche trophique (gamme des proies possibles) étroite et spécialisée peut
augmenter également la vulnérabilité des espéces en cas de déclin des populations de proies
(Pratchett, Wilson, et Baird 2006; Brooker et al. 2014). Les ressources alimentaires constituent
donc une composante importante a prendre en compte en biologie de la conservation pour
déterminer la vulnérabilité d’une espéce ou d’une population. Ceci est particulierement vrai
pour les espéces insectivores. A cause de l'utilisation massive de pesticides ces derniéeres
décennies la biodiversité et la biomasse des arthropodes ont été fortement diminuées, ce qui
rend les espéces insectivores potentiellement trés vulnérables (Hallmann et al. 2017;

Mesléard et al. 2005; Wickramasinghe et al. 2004; Strong et al. 1996).
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1.2. Le régime alimentaire, un élément clé pour les chauves-souris
La connaissance du régime alimentaire est particulierement importante pour la conservation
des chauves-souris car les proies ingérées doivent leur permettre de couvrir leurs forts besoins
énergétiques requis pour voler, hiberner et s’occuper de leur progéniture. Chez les chauves-
souris insectivores, chaque individu peut ainsi consommer entre 20 et 40% de son poids en
insectes chaque nuit (Kunz et al. 2011), et en période de lactation la consommation peut
atteindre plus de 70% comme c’est le cas pour les femelles Molosses du Brésil (Tadarida
brasiliensis) (Kunz, Whitaker, and Wadanoli 1995). La qualité du régime alimentaire est
également importante par rapport a ces forts besoins énergétiques. Par exemple, la teneur
d’un insecte en acide gras ou en calcium est un critére de qualité de proies important car les
acides gras permettent de faire des réserves de graisse pour I’hiver et le calcium participe a la
production de lait (ex : Sérotine brune Eptesicus fuscus, Clare, Symondson, and Fenton 2014;
Agosta, Morton, and Kuhn 2003). Une étude réalisée par Levin, Yom-Tov, and Barnea (2009)
a montré que la période de lactation des femelles de Grand rhinopome (Rhinopoma
microphyllum) est synchronisée avec la période des vols nuptiaux de fourmis riches en graisse
et protéines (Camponotus sp.) dont elles se nourrissent alors quasi exclusivement (90% du
régime alimentaire). Les besoins et dépenses énergétiques des chauves-souris varient avec
leurs états physiologiques et notamment la gestation et I'allaitement (Kunz 1974). Les besoins
énergétiques accrus des femelles en gestation, allaitantes ou en pré-torpeur hivernale sont
généralement compensés par une augmentation de la prise alimentaire (Speakman et
Rowland 1999; Kurta et al. 1989). Kunz, Whitaker, et Wadanoli (1995) ont montré que les taux
d’alimentation représentent respectivement en moyenne 39% et 73% de la masse corporelle

d'une femelle entre le début et le milieu de la période de lactation. Ces variations d’utilisation
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des ressources peuvent aussi étre liées a des changements dans leur aptitude a chasser (ex :
juvénile vs adulte; Rolseth, Koehler, et Barclay 1994; Salsamendi et al. 2008) et de
changements de disponibilité en ressources alimentaires (ex. fluctuations saisonniéres ; Wang
et al. 2010). Quelques études ont déja montré que le régime alimentaire des espéces de
chauve-souris est fortement influencé par la saison. Par exemple, en Suisse, il existe un pic de
richesse de proies dans les feces d’Oreillard roux (Plecotus auritus) pendant I'été quand les
femelles élevent les jeunes (Andriollo et al. 2019). Celles-ci, subissant de fortes contraintes
énergétiques, pourraient étre potentiellement plus opportunistes, ce qui conduirait a un
régime alimentaire plus diversifié. Le paysage est également une composante importante du
régime alimentaire des chauves-souris (Wickramasinghe et al. 2003). En effet, le paysage
restreint leurs activités de chasse : par exemple, le Rhinolophe euryale (Rhinolophus euryale)
ne chasse qu’en bordure des foréts de feuillus et des haies (Arrizabalaga-Escudero et al. 2015).
Une disparition des éléments clés du paysage de chasse pourrait donc menacer ces chauves-
souris. Une connaissance approfondie du régime alimentaire et de sa variation est donc
nécessaire pour identifier les proies importantes pour les chauves-souris aux périodes clés de
leur cycle de vie, ainsi que pour déterminer les paysages requis pour que les chauves-souris

puissent avoir acces a ces proies dans leur rayon de chasse (Arrizabalaga-Escudero et al. 2015).

Malgré les fortes contraintes qui semblent faconner la composition du régime alimentaire des
chauves-souris insectivores, il existe une grande diversité de stratégies depuis les espéces
spécialistes jusqu’aux espéces tres généralistes. Par exemple I'Oreillard montagnard (Plecotus
macrobullaris) se nourrit quasi-exclusivement de Iépidoptéres (97.8% ; Alberdi et al. 2012)
tandis que la Sérotine brune (Eptesicus fuscus) possede un régime alimentaire plus diversifié

(Iépidopteres, coléoptéres, éphéméropteres ; Clare, Symondson, et Fenton 2014). Les espéces
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qualifiées de généralistes peuvent cependant montrer des préférences envers certaines
proies (ex: Myotis daubentonii; Vesterinen et al. 2016) et étre particulierement sélectives
lorsque leurs proies favorites sont disponibles dans I'environnement (ex: Eptesicus fuscus;
Agosta, Morton, et Kuhn 2003). Plus restreintes dans leur gamme de proies potentielles, les
espéces spécialistes pourraient étre plus vulnérables par rapport aux changements globaux
qui affectent les insectes. Ainsi, la réduction des populations de |épidopteres (principalement
due aux changements de pratiques agricoles et a I'expansion des zones urbaines) pourrait
avoir affecté la survie et la reproduction de la Barbastelle commune (Barbastella barbastellus),
qui est spécialisée sur ces insectes (Sierro et Arlettaz 1997; Warren et Bourn 2011; Rydell et
al. 1996) et est en déclin dans I'Ouest de I'Europe (IUCN 2019).

Face aux pressions anthropiques, une plasticité du régime alimentaire pourrait permettre un
déplacement du régime alimentaire vers d'autres espéeces d’insectes disponibles dans le milieu
et éviter ainsi I'effondrement des colonies de chauves-souris. Cette question reste a ce jour
peu abordée, notamment a cause de l'acces limité a la diversité des proies par analyses
microscopiques des feces (Nielsen et al. 2018). En effet, le régime alimentaire décrit par les
études microscopiques des fragments durs d’arthropodes n’a pas une résolution taxonomique
fine (a 'ordre ou a la famille, trés rarement a I'espéce) et n’est pas exhaustive puisque les
parties molles des individus sont digérées - donc inaccessibles a I'observateur - et les parties
trop endommagées ne sont pas identifiables (Clare et al. 2009). Il est donc possible que ces
études donnent une image en partie erronée, biaisée ou incompléte de la complexité du

régime alimentaire des chiroptéres insectivores.
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1.3. Le Grand rhinolophe : un généraliste sélectif
Le Grand rhinolophe est un modeéle biologique intéressant pour étudier cette question de la
plasticité du régime alimentaire des chiroptéres car c’est a la fois une espece généraliste et

capable de sélectionner ses proies (Koselj, Schnitzler, et Siemers 2011).

Des études basées sur I'analyse morphologique des proies contenues dans des féces récoltés
sous des colonies de Grand rhinolophe, principalement en Grande-Bretagne, montrent que
celui-ci se nourrit majoritairement de grands papillons nocturnes, de coléopteres pour la
plupart associés aux bouses et de diptéres (Jones 1990; Flanders and Jones 2009). L'utilisation
de pesticides et de traitements antiparasitaires du bétail pourrait donc mener a
I’accumulation de polluants par les chauves-souris et a la diminution de ses proies principales.
Ces études montrent également que la proportion de chaque ordre de proies dans les feces
varie dans l'année et au cours de la saison et que le Grand rhinolophe chasse
préférentiellement les papillons lorsque ceux-ci sont abondants et est moins sélectif lorsqu’ils
sont plus rares (Ransome 1996; Boireau 2007; Jones 1990). La sélection de proies chez cette
espéce de chauve-souris serait liée a la structure de ses cris d’écholocation (FC, Fréquence
constante), qui le rendraient capable de discriminer les taxons d’insectes sur la base des
fréquences de leurs battements d’ailes (von der Emde et Menne 1989; Koselj, Schnitzler, et
Siemers 2011). La technique de chasse des Grands rhinolophes varie selon I’heure de la nuit
et en fonction de la densité d’insectes : ils pratiquent une chasse active quand les proies sont
abondantes mais lorsque les températures sont basses et les densités d’insectes faibles, ils
chassent plutot a I'affat (Billington et Rawlinson 2006; Jones et Rayner 1989; Boireau 2007).
Le paysage joue un role primordial dans I'activité de chasse de cette espece tres sensible a la
structure paysagére qui entoure la colonie, notamment les éléments naturels et semi-

naturels, tels que les haies et les foréts, qui connectent les zones de chasse aux colonies
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(Froidevaux et al. 2017; Pinaud et al. 2018). Ces linéaires boisés apportent un repere
acoustique pour les déplacements, une protection contre le vent et les prédateurs, et une
grande concentration et diversité d’insectes (Verboom et Spoelstra 1999; Lewis 1969; Forman
et Baudry 1984; Holland et Fahrig 2000). D’aprés les études acoustiques par radiopistage
menées sur cette espece, les boisements de feuillus et les patures constituent des zones de
chasse préférentielles, riches en insectes notamment grace au bétail et a une modification

réduite du sol (Flanders et Jones 2009; Jones 1990; Dietz, Pir, et Hillen 2013).

La question de la plasticité du régime alimentaire de cette espéce est donc tres intéressante
a aborder car bien gu’elle soit généraliste, elle montre une forte sélection de proies et est tres
contrainte par le paysage environnant pour chasser. A ce jour seulement trois études basées
sur des analyses moléculaires décrivent le régime alimentaire du Grand rhinolophe (deux en
France, une au Pays Basque espagnol). Les deux premiéres - issues de cette thése - sont des
études méthodologiques qui visent a mettre au point une approche de metabarcoding
adaptée a une collecte non invasive des échantillons de guano dans des colonies
potentiellement mixtes. Ces études n’ont pas été concues pour répondre a des questions
d’écologie (échantillonnage non robuste). Une troisieme étude, réalisée au Nord de la
Péninsule ibérique par Aldasoro et al. (2019), vise a déterminer le chevauchement des régimes
alimentaires de trois espéces du genre Rhinolophus, dont R. ferrumequinum. Les trois études
montrent qu’a l'ordre, les résultats sont globalement en accord avec les analyses
microscopiques. Malheureusement ces études moléculaires n’abordent pas la question de la

plasticité du régime alimentaire du Grand rhinolophe.
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1.4. Objectifs et hypotheses
Notre objectif principal est d’analyser la composition et la plasticité du régime alimentaire du
Grand rhinolophe dans I'espace, par le choix de paysages contrastés ou la surface d’habitats
présumés favorables est plus ou moins importante, et dans le temps au cours de la saison de
maternité qui induit des changements physiologiques et des besoins énergétiques forts chez
les femelles. En termes de conservation, I'objectif est ainsi de déterminer au travers du spectre
des proies du Grand rhinolophe, si nous pouvons identifier des paysages a conserver en

priorité pour préserver les ressources clés de cette espéece.

Nous nous attendons a une variation spatiale du régime alimentaire en fonction de la qualité
du paysage environnant la colonie. D’aprés Emlen (1966), le prédateur devrait étre plus
sélectif lorsque les proies sont abondantes et moins sélectif lorsqu’elles sont plus rares. Une
colonie entourée de foréts, haies et prairies permanentes constituerait un environnement
favorable (Froidevaux et al. 2017; Flanders et Jones 2009) qui permettrait au Grand rhinolophe
d’étre plus sélectif sur ses proies (diversité du régime alimentaire plus faible, choix de proies
de meilleure qualité). A I'inverse nous nous attendons a ce qu’un paysage moins favorable
(proies moins abondantes, de moins bonne qualité, moins de linéaires pour chasser) favorise
I'ingestion opportuniste de proies (diversité du régime alimentaire plus élevée). Enfin, nous
nous attendons également a une variation du régime alimentaire au cours de la saison de
maternité, malgré les forts besoins énergétiques des femelles durant cette période (gestation,
lactation, stockage de graisses avant I’hiver). En effet des variations estivales pourraient étre
induites par des changements de capacité de chasse des femelles (plus faibles pendant la
gestation et les deux premiéres semaines d’élevage), et / ou une diminution des proies
disponibles en fin d’été. Ces deux facteurs pourraient diminuer la sélectivité des Grands

rhinolophes en début et fin de saison de maternité.
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Pour tester ces hypothéses, nous avons appliqué une méthode moléculaire de metabarcoding
a des centaines de guanos prélevés tout au long de la saison de maternité dans sept colonies
de maternité du Grand rhinolophe, en Poitou-Charentes, une région tres agricole (Nouvelle-

Aquitaine : 46.77% de surfaces agricoles en 2017) avec des paysages plus ou moins bocagers.

2. Matériel et méthodes

2.1. Echantillonnage
L’échantillonnage consiste en des collectes bimensuelles de 95 guanos individuels par colonie,
réalisées entre mai et septembre 2018 par les partenaires de |'association Poitou-Charentes
Nature, au sein de sept colonies de mise-bas mixtes Grand rhinolophe/Murin a oreilles
échancrées en Poitou-Charentes (Figure 33). Ces colonies ont été choisies selon plusieurs
critéres et contraintes logistiques (autorisation des propriétaires et facilité d’acces pour
limiter le dérangement des chauves-souris). Le Grand rhinolophe se déplace en moyenne
entre 2,5 et 5 km de sa colonie pour se nourrir (Flanders et Jones 2009; Dietz, Pir, et Hillen
2013b), nous avons donc choisi des colonies éloignées d’au minimum 10 km. Pour cette
premiere étude, nous avons sélectionné trois pas temporels qui coincident avec les périodes
de gestation (fin-mai a mi-juin), lactation (mi-juillet a fin juillet) et post-lactation (mi-aout a fin
ao(t). Au total 1995 échantillons, appartenant sans a priori au Grand rhinolophe ou au Murin

a oreilles échancrées, ont été traités.
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Figure 33. Echantillonnage des guanos sous une colonie (a gauche ; ©J. Dechartre) et cartographie des

sept colonies échantillonnées en Poitou-Charentes (a droite ; IGN BD ORTHO 2016).

2.2. Caractérisation paysagere des colonies
Les variables paysageres ont été extraites autour des colonies pour une zone tampon d’un
rayon de 7 km, qui correspond a la distance de chasse maximale des femelles de Grand
rhinolophe en période d'allaitement (Pinaud et al. 2018). Les données de végétation
proviennent de la base BDTopo de I'lGN (version 2018) et les données de cultures agricoles de
la base du Registre Parcellaire Graphique (RPG ; occupation du sol en 2017). Les proportions
de surface des catégories "Bois", "Forét fermée de coniferes", "Forét fermée de feuillus" et
"Forét fermée mixte" de la BDTopo végétation ont été regroupées pour former la variable
"Forét fermée". Les proportions de haie correspondent a la somme des surfaces en haies
autour des colonies. Pour les cultures RPG, les catégories "Prairie permanente - herbe

prédominante (ressources fourrageres ligneuses absentes ou peu présentes)" (code PPH) et
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"Prairie en rotation longue (6 ans ou plus)" (PRL) ont été regroupées pour former la variable
"Prairies permanentes" et les catégories "Autre prairie temporaire de 5 ans ou moins" (PTR)
et "Ray-grass de 5 ans ou moins" (RGA) ont été regroupées pour former la variable "Prairies
temporaires". Les opérations spatiales sur les entités géographiques ont été réalisées a I'aide
du Systéme d'Information Géographique QGIS 3.4.6 (QGIS Development Team 2019). Nous
avons ensuite réalisé une Analyse en Composantes Principales (ACP) pour caractériser le
paysage des colonies a I'aide du package R FactoMineR (L&, Josse, et Husson 2008). Le paysage
de chaque colonie est décrit selon les coordonnées des colonies sur les axes principaux de

I’ACP.

2.3. Analyses moléculaires, bio-informatiques et pré-traitement des données
Sur la base de I'étude de Tournayre et al. (soumis), le couple d’amorces choisi pour cette étude
est fwh1l (Vamos, Elbrecht, et Leese 2017). Nous avons appliqué les protocoles de biologie
moléculaire et de traitements bio-informatiques décrits dans Tournayre et al. (soumis). Une
étape de déchimérisation supplémentaire - script R écrit par S. Piry (INRA, CBGP) et L. Benoit
(CIRAD, CBGP) faisant appel a I'outil isBimeraDenovo du programme dada2 (Callahan et al.
2016) - a été ajoutée suite a I'observation de chiméres non détectées lors de I'exécution du
pipeline FROGS (Find Rapidly OTUs with Galaxy Solution, Escudié et al. 2018). Seuls les
occurrences de proies répétables entre les trois réplicas techniques ont été conservés pour
les analyses. Chaque guano a été attribué a une espéce de prédateur vertébré grace a
I'amplification des séquences du prédateur. Un critére de confiance a été attribué aux proies
selon Galan et al. (2018). Les espéces d’arthropodes non référencées en Europe d’apres Fauna

Europea (Jong et al. 2014) et I'INPN (Muséum national d’Histoire naturelle, 2003), et les
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especes microscopiques (ex : Macrochelidae, Uropodidae, Cheyletidae) ont été écartées du
jeu de données. Seuls les échantillons de Grand rhinolophe non contaminés par d’autres
especes de vertébrés (oiseaux, rongeurs, chauve-souris) ont été conservés pour les analyses

de régime alimentaire.

2.4. |dentification moléculaire et description des proies du Grand rhinolophe

2.4.1. Diversité taxonomique des proies détectées

Nous avons détaillé les proies de Grand rhinolophe avec une représentation hiérarchique de
Krona qui tient compte de la taxonomie et de la fréquence des taxons dans le jeu de données
(Ondov, Bergman, et Phillippy 2011). Nous avons également identifié les proies assignées a
'espece qualifiées comme ravageurs selon la base de données Arthemis
(http://arthemisdb.supagro.inra.fr/). Cette base de données, en constante évolution, contient
2185 especes d’insectes répertoriés en tant que ravageurs a la date d’extraction (04/10/19
par E. Pierre - INRA). En I'absence de données plus précises sur ces insectes et sur les cultures
dans la zone d’étude (méthodes culturales, choix variétaux, protections phytosanitaires etc.),

nous n’avons pas distingué les différentes classifications de ravageurs.

2.4.2. Nombre de proies par guano
Nous avons vérifié que I'effort de séquengage (nombre de séquences / guano) était suffisant
pour décrire la diversité de proies contenues dans les guanos étudiés a I'aide du package R

hilldiv (Alberdi et Gilbert 2019).
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Nous avons ensuite testé I'effet du mois d’échantillonnage, du paysage (Axe 1 et 2 de I’ACP)
sur le nombre de taxons détectés par guano a I'aide d’un GLM de famille d’erreur quasi-

Poisson qui prend en compte la sur-dispersion des données.

2.4.3. Validation de la stratégie d’échantillonnage

Nous avons réalisé des courbes d’accumulation par colonie et date pour visualiser sile nombre
de guanos est suffisant pour décrire la diversité du régime alimentaire (1000 tirages aléatoires
sans remise en jeu). Cette analyse a été réalisée a différents rangs taxonomiques, de I'espéce

al'ordre.

2.4.4. Relation nombre de séquences - occurrences

Nous avons ensuite réalisé pour chaque colonie-mois une courbe de la fréquence moyenne
des séquences en fonction de I'occurrence des proies quand elles sont détectées, afin
d’identifier d’éventuels groupes de taxons peu occurrents et/ou mal amplifiés. D’apres
Tournayre et al. (soumis), la présence de ces proies mal amplifiées, et plus ou moins
spécifiques au couple d’amorces utilisé, pourrait étre une source importante de bruit dans les

données.

2.4.5. Analyses de la diversité alpha et beta du régime alimentaire
L’'ensemble des analyses de diversité ont été réalisées sur le jeu de données complet et sur un
jeu de données réduit composé seulement des especes les plus présentes (fréquences

d’occurrence > 5% sur I'ensemble des données) pour faire abstraction des proies tres rares et
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mal amplifiées dont la détection est fortement soumise a la stochasticité. Cette double
analyse permet également d’inférer I'influence des proies rarement ingérées sur la variation

spatio-temporelle du régime alimentaire.

La diversité alpha (diversité locale) et la diversité beta (dissimilarité entre colonies) ont été
estimées a chaque rang taxonomique (ordre, famille, genre, espece) des proies avec les indices
de Hill, a I'aide du package hilldiv, pour des valeurs du paramétre g égales a 0 (richesse
spécifique locale) et 1 (exponentielle de I'indice de Shannon). Lorsque g = 0, on favorise les
especes rares en donnant le méme poids aux proies rares et abondantes et lorsque g = 1 on
donne du poids aux taxa selon leur fréquence sans favoriser ni les rares ni les abondants. Les
effets du paysage (coordonnées des colonies sur les axes x et y de I'ACP) et du mois
d’échantillonnage sur la diversité alpha ont été testés a I'aide d’un modeéle linéaire généralisé
(GLM) de famille d’erreur Poisson (pour g = 0) et quasi-Poisson (pour g = 1). Puisque nous
avons réalisé deux fois (g = 0 et g = 1) chacun des quatre modeles (a I'ordre, a la famille, au
genre et a I'espece) nous avons corrigé les p-values de ces modeéles a I'aide de la correction
pour tests multiples FDR (False Discovery Rate FDR ; Benjamini & Hochberg, 1995). Le seuil de

significativité apres correction FDR (p critical) a été calculé d’apres Castro & Singer (2006).

La dissimilarité des régimes alimentaires (diversité beta; indice de Bray-Curtis qui tient
compte de l'abondance des proies dans le jeu de données) entre colonies et mois
d’échantillonnage est décrite par des histogrammes cumulés réalisés avec le package R
ggplot2 (Wickham 2016) puis testée a l'ordre, a la famille, au genre et a I'espéce par
perMANOVA (999 permutations) avec la fonction adonis (Analysis of variance using distance
matrices) du package vegan (Oksanen et al. 2019). L’'homogénéité des variances a été

contrblée a I'aide de la fonction betadisper du méme package. Puisque nous avons réalisé
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deux fois (jeu de données complet et réduit) chacune des analyses (a I'ordre, a la famille, au
genre et a 'espéce) nous avons corrigé les p-values de ces modéles a I'aide de la correction
pour tests multiples FDR (False Discovery Rate FDR; Benjamini & Hochberg, 1995). Les
dissimilarités de régime alimentaire ont ensuite été visualisées avec des analyses multivariées
non métriques (NMDS) avec la fonction metaMDS du package vegan (try = 20, trymax = 5000).
La qualité de la solution trouvée a été évaluée a I'aide de la valeur de stress. Si le stress < 0.05
alors la solution trouvée pourvoit une trés bonne représentation et si le stress > 0.2 la

représentation est mauvaise (Kruskal 1964).

Enfin, nous avons voulu étudier la relation entre les dissimilarités de régime alimentaire et de
paysage. Pour cela, pour chaque rang taxonomique (ordre, famille, genre, espéece), nous avons
réalisé des tests de Mantel (permutation = 999) entre la matrice de dissimilarité du régime
alimentaire (indice de Bray-Curtis) et la matrice de dissimilarité paysagére. Les p-values de ces
modeéles ont été corrigées a I'aide de la correction pour tests multiples FDR (False Discovery

Rate FDR ; Benjamini & Hochberg, 1995).

3. Résultats

3.1. Caractérisation paysagere des colonies
Les deux premiers axes de I’ACP expliquent 77.73% (respectivement 54.74% et 22.99%) de
I'inertie totale. Les trois autres axes n’expliquent pas de part significative de I'inertie totale
des données. L'axe 1 discrimine les colonies entourées de paysages trés boisés (Beaumont,
Annepont) des colonies situées dans de paysages plus ouverts (Lessac, Sainte-Gemme,

Xaintray et Allonne) (Figure 34). L'axe 2 discrimine plus faiblement les colonies, et oppose
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principalement la colonie Lessac (présence importante de prairies temporaires) aux autres
colonies. La colonie de Saint-Martin-les-Melle n’a pas été inclut dans cette analyse car le

nombre d’échantillons obtenus pour cette colonie était trop faible (voir détails dans la partie

3.2.b).
Graphe des individus (colonies) Graphe des variables (paysage)
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Figure 34. Analyse en composantes principales des données paysagéres (surface en hectares) entourant les colonies.
Représentation des colonies (haut-gauche), des variables paysagéres (haut-droite) et du graphe des valeurs propres

(bas-gauche) qui indique le pourcentage de variance expliquée par chaque axe de I’ACP.
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3.2. Pré-traitements des données de séquencage

3.2.1. Filtrage des données

26 737 OTUs (44 801 072 séquences) ont été obtenus apres traitement via le pipeline FROGS
et 8839 OTUS ont été écartés car ils sont considérés comme des chiméres supplémentaires
par I'outil isBimeraDenovo de dada2 (33.05% des séquences). Aprés application des filtres
(controles négatifs, positifs, triplication), le jeu de données est composé de 7206 OTUs (41 797
239 séquences) pour 2014 échantillons. Sur ces 7206 OTUs : 3231 OTUs n’ont pas pu étre
assignées (absence dans la base de données), 2152 n’ont pas pu étre assignées avec confiance
car le pourcentage d’identité était trop faible (<97%) et/ou la couverture était insuffisante
(<90%) (ex : pseudogenes, organismes non-cibles tels que des champignons). Parmi les 1200
OTUs restants, 70 ont été écartés car ils correspondent a des taxons a priori absents d’Europe,
a des bactéries d’insectes (ex : Wolbachia, Rickettsiales) ou probablement des contaminations
environnementales (ex : acariens). A ce stade, le jeu de données comporte donc 1130 OTUs.
A l'issue du filtrage des données, 30 échantillons de Petit rhinolophe (Rhinolophus

hipposideros) concernant un autre projet ont été retirés du jeu de données.

3.2.2. Filtrage des taxons des prédateurs

Parmi les 1984 guanos obtenus apreés les filtres, 1194 échantillons correspondent au Grand
rhinolophe (60.1%), 381 au Murin a oreilles échancrées (19.2%), 32 au Grand Murin (Myotis
myotis, 1.6%) et un au genre Sérotine (Serotinus, 0.05%) (Figure 35). D’autres especes de
chauves-souris ont été identifiées en mélange avec les quatre principales dans huit

échantillons : Oreillard roux (Plecotus auritus), Murin de Bechstein (Myotis bechsteinii) et
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Murin de Natterer (Myotis nattereri) (Tableau 2). Douze échantillons ont été identifiés comme
appartenant a un rongeur ou a un mélange de rongeur et de chauve-souris (0.6%) et 104
échantillons comme appartenant a un oiseau (dont 15 échantillons d’Hirondelle Hirundo sp.)
ou a un mélange d’oiseaux et de chauves-souris (89 échantillons). 178 guanos (8.9%) n’ont pas
d’identification du prédateur et 52 n’ont pas d’identification ni du prédateur ni des proies
(2.6%). A noter que I'absence de séquences de I'un des deux prédateurs majoritaires dans les
échantillons est principalement due aux filtres trés stringents que nous avons appliqué. Ces
filtres permettent de prévenir contre I'important risque de contaminations croisées durant la

chaine de traitement (de I’échantillonnage au séquencage).

m Echec d'amplification prédateur

8 Echec amplification prédateur+proies
# Grand rhinolophe

® Murin a oreilles échancrées

® Grand Murin

u Sérotine

m Rongeur

® Contamination rongeur

m Hirondelle

8 Contamination oiseaux

® Contamination chauve-souris

Figure 35. Identification des especes de prédateurs dont proviennent les 1985 guanos individuels.

Pour la suite des analyses, la colonie de Saint-Martin-les-Melle a été écartée car le nombre de
guano de Grand rhinolophe était insuffisant (juin : 0, juillet : 1, ao(t : 78 ; Tableau 1). Parmi

les 1115 échantillons de Grand rhinolophe des six colonies restantes, des proies sont
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détectées pour uniquement 1033 d’entre eux. Le jeu de données analysé concerne donc ces

1033 guanos de Grand Rhinolophe provenant de six colonies pour trois pas temporels.

3.3. Identification moléculaire et description des proies du Grand rhinolophe

3.3.1. Diversité taxonomique des proies détectées

Nous avons identifié 679 OTUs correspondant a 17 ordres d’insectes, 121 familles, 412 genres
et 527 especes (Figure 36). Trois ordres majoritaires ont été détectés : Lepidoptera (57% des
occurrences globales), Diptera (23% des occurrences) et Coleoptera (13% des occurrences).
Les especes les plus occurrentes (fréquence d’occurrence > 5%) sont: Celypha striana
(Lepidoptera), Serica brunnea (Coleoptera), Limonia nubeculosa (Diptera), Musca autumnalis
(Diptera), un diptere assigné a I'ordre seulement (pourcentage d’identité = 97.18%), Triodia
sylvina (Lepidoptera), Tortrix viridana (Lepidoptera), Laothoe populi (Lepidoptera),
Stenagostus rhombeus (Coleoptera), Tipula fascipennis (Diptera), Korscheltellus lupulina
(Lepidoptera), Agrotis bigramma (Lepidoptera), Copris lunaris (Coleoptera), Zeiraphera

isertana (Lepidoptera), Tipula maxima (Diptera) et Euthrix potatoria (Lepidoptera).
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Insecta
Taxons, occurrence

Figure 36. Représentation hiérarchique de la diversité taxonomique contenue dans les guanos du Grand
rhinolophe, toutes colonies et mois d’échantillonnage confondus. Les différents cercles représentent les rangs
taxonomiques (de I'espéce vers I'extérieur a la classe au centre). La largeur attribuée a chaque taxon est

proportionnelle au pourcentage d’occurrences détectées.
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Nous avons identifié 133 espéces de ravageurs/ravageurs potentiels dans le régime
alimentaire du Grand rhinolophe (Annexe 1) : 70.9% sont des lépidoptéres, 13.9% sont des
coléopteres, 12.2% des dipteres, 2.7% des hémipteres, 0.07% des orthoptéres et 0.1% des
thysanopteres (Figure 37). Cela représente 31.86% des occurrences détectées. Trois des
espéces de ravageurs identifiées et une espéce vectrice de maladie du bétail et des chevaux
appartiennent aux 15 espéces d’arthropodes les plus fréquentes du jeu de données
(fréquence >5%) : le petit hanneton brun (S. brunnea), la tordeuse verte du chéne (T. viridana),

la tipule géante (T. maxima) et la mouche de I'automne (M. autumnalis).

= Coleoptera
= Diptera

Hemiptera

Lepidoptera

m Orthoptera

m Thysanoptera

Figure 37. Proportion de chaque ordre d’insecte parmi les ravageurs identifiés.
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3.3.2. Nombre de proies par guano

Les analyses par simulation réalisées avec le package Hilldiv révélent qu’aucun guano ne
montre de différence significative entre la diversité taxonomique attendue et la diversité
observée, quel que soit le rang taxonomique considéré (ordre, famille, genre). Le nombre de
séquences par guano est donc suffisant pour décrire les proies présentes, pour tous les guanos

retenus aprés pré-traitement des données de séquences.

Le nombre de taxons de proies détectés dans chaque guano est trés variable. Il est en

moyenne de quatre et la valeur maximale est de 19 (guano de Sainte-Gemme récolté en juin
2018) (Figure 38). Nous avons détecté un effet significatif du mois d’échantillonnage (X =
21.65, p = 1.98E-05). Les plus fortes valeurs sont observées en juillet. Les variables paysageres
résumées par I'axe 1 de I’ACP ont également un effet significatif (X = 21.35, p = 3.81E-06). Nous

observons un plus grand nombre de proies dans les guanos issus des colonies entourées de
haies et de prairies permanentes, comparé au nombre de proies dans les guanos des colonies

entourées de landes ligneuses et foréts. Nous n’avons pas détecté d’effet des variables

paysageres résumées par I'axe 2 de I’ACP (X = 3.53, p = 0.06).
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3.3.3. Validation de la stratégie d’échantillonnage

Les courbes d’accumulation indiquent qu’au rang taxonomique de l'ordre, le plateau de
diversité est globalement atteint pour chaque colonie et date d’échantillonnage. Cependant,
le nombre de guano minimal pour atteindre le plateau varie d’'un échantillonnage (colonie x
date) a I'autre. Par exemple, en ao(t le plateau est atteint pour environ 60 guanos a Allonne
(Figure 39A), tandis qu’il est a peine atteint pour 80 guanos a Beaumont (Figure 39B). Au rang
taxonomique de la famille, le plateau n’est pas completement atteint (Figure 39C). Pour les
rangs taxonomiques inférieurs (genre et espéce), le plateau n’est pas atteint et I'inflexion de
la courbe est faible méme pour les échantillonnages comprenant un nombre important de

guanos (ex : Beaumont en juin, N= 86 ; Figure 39D).
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Nombre de familles détectées

Nombre de genres détectés
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Figure 39. Courbes d’accumulation représentant les proies détectés dans le régime alimentaire de R.
ferrumequinum par ré-échantillonnage aléatoire de guano dans le jeu de données. A) Rang
taxonomique de I'ordre, colonie d’Allonne, B) rang taxonomique de |'ordre, colonie de Beaumont, C)
rang taxonomique de la famille, colonie de Xaintray et D) rang taxonomique du genre, colonie de
Beaumont. La largeur du violon indique la densité de probabilité que le sous-échantillon contienne le

nombre de proies affiché en ordonnée. Le point rouge correspond a la moyenne du nombre de taxons

issus des tirages.
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3.3.4. Relation nombre de séquences - occurrences

Quel que soit le rang taxonomique étudié (ordre - espéce) nous n’avons pas observé de
relation linéaire entre I'occurrence d’un taxon dans le jeu de données et la moyenne de la
fréquence relative du nombre de séquences dans les guanos ou il est détecté. Les taxa trés
rares et trés occurrents peuvent étre fortement représentés dans les séquences obtenues
pour chaque guano (Figure 40). Cette analyse nous permet néanmoins d’observer le grand
nombre de taxa (déterminés a I'ordre et a 'espéce) qui sont trés rarement détectés dans le
jeu de données. A l'ordre, deux taxa sont représentés par une unique occurrence, et quatre
taxa (Iépidoptéres, diptéres, coléopteres et hémipteres) sont représentés dans plus de 5% des
occurrences (ratio d’occurrence = nombre d’occurrence de la proie / nombre d’échantillons).
Al'espéce, 300 taxa sont représentés par une unique occurrence et seuls 17 taxa sont présents

dans plus de 5% des occurrences.
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3.3.5. Diversité alpha

Valeurs moyennes estimées de la diversité alpha

Jeu de données complet - Les estimations de diversité alpha avec g = 0 et g = 1 donnent un
patron similaire quel que soit le rang taxonomique considéré : les valeurs moyennes les plus
faibles sont observées a Lessac en juin et ao(t, et les plus élevées a Lessac et Allonne en juillet

(Annexe 2).

Jeu de données réduit (occurrences > 5%) - Les valeurs maximales de diversité alpha obtenues
sur la majorité des rangs taxonomiques considérés sont observées a Xaintray en juin. Les

valeurs minimales sont détectées a Beaumont en juillet (g= 0), ou ao(t (g= 1) (Annexe 2).

Effets du paysage et du mois d’échantillonnage sur la diversité alpha

Jeu de données complet - Quel que soit le rang taxonomique considéré, pour g =0 les modéles
GLM ont révélé un effet significatif des variables paysageres résumées par I'axe 1 de I’ACP et
du mois d’échantillonnage sur les valeurs estimées de diversité alpha (Tableau 3A). La diversité
alpha augmente avec les coordonnées sur I'axe 1 de I’ACP, c’est-a-dire dans des colonies
entourées de haies et de prairies permanentes, tandis qu’elle est plus faible dans les colonies
entourées de foréts fermées et de landes ligneuses. La diversité alpha augmente en juillet puis
diminue en ao(t. Pour g = 1, quel que soit le rang taxonomique, nous détectons les mémes
effets significatifs du mois d’échantillonnage et des variables paysagéres résumées par |'axe
1. Nous détectons également un effet négatif des coordonnées sur I'axe 2 de I’ACP (Tableau
3A). La diversité alpha est plus faible pour la colonie entourée de prairies temporaires et

landes ligneuses (Lessac) comparée aux autres habitats/colonies.

255



Jeu de données réduit - Quel que soit le rang taxonomique considéré, les mémes variables
significatives sont détectées, a I'exception de I'axe 2 qui n’est plus significatif pour g = 1

(Tableau 3B).

Enfin, lorsque I’'on compare les diversités alpha estimées par colonie-mois d’échantillonnage,
on remarque que les colonies d’Allonne (valeurs élevées) et de Lessac (valeurs faibles) sont
impliquées dans la majorité des paires significativement différentes (pour g =0 et pour g=1,
guel que soit le rang taxonomique considéré, et pour les jeux de données complet et réduit)

(Figure 41).
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Figure 41. Variation de la diversité alpha a I'espéce pour q = 0 dans le jeu de données complet (haut) et dans le jeu de
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seuil de significativité corrigé d’apres Bonferroni: 0.0029). Les points et barres verticales associées correspondent a la

moyenne et écart-type de chaque colonie - mois.
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3.3.6. Diversité beta

Estimation de la diversité beta

Nous observons une variation des pourcentages d’occurrence des différentes proies entre
colonies et entre mois pour une méme colonie, et également des différences de patrons de
variation entre colonies au cours de la saison de maternité (Figure 42).

Jeu de données complet - La diversité beta estimée par la distance de Bray-Curtis est tres forte
et avoisine la valeur maximale de 1 pour g = 0, pour tous les rangs taxonomiques
étudiés (ordre : 6=0.882 ; famille : 6 =0.974 ; genre : 6 =0.991, espece : 8=0.994). Les valeurs
estimées de 8 diminuent fortement quand g =1 (ordre : 8 = 0.124, famille : 6 = 0.369, genre :
6 =0.542, espece : 6 =0.582).

Jeu de données réduit - La méme variation pour g = 0 et g = 1 est observée avec cependant

des valeurs de 8 plus faibles : 0.563 <68 <0.904 (g =0) et 0.139<6<0.382 (g =1) (Tableau 4).
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Variation de la diversité beta entre colonies et mois d’échantillonnage

Sur le jeu de données complet et sur le jeu de données réduit, quel que soit le rang
taxonomique, les analyses PerMANOVA ont révélé une variation significative du régime
alimentaire entre les colonies et les mois d’échantillonnage (Annexe 3A). Ces différences
proviennent de I'hétérogénéité de la variance entre groupes (colonies ou mois), comme le
révele I'analyse betadisper qui montre également des résultats toujours significatifs (Annexe

3B).

Jeu de données complet - malgré de trés bonnes valeurs de stress (ex : stress = 0.002 au genre)
les analyses NMDS ne convergent pas aux rangs taxonomiques de la famille, du genre et de
I'espéce. Quel que soit le rang taxonomique considéré, les analyses NMDS montrent
cependant un fort recouvrement des proies entre colonies et mois d’échantillonnage mais la
présence de quelques proies rares explique la dissimilarité entre les colonies et entre les mois.
Par exemple, au rang taxonomique de I'espece, la colonie Beaumont se différencie des autres
colonies par la présence des espéces rares Caenis luctuosa (éphéméroptére) et Mamestra
brassicae (Iépidoptére) et le mois de juin se distingue de juillet et ao(t par la présence des
especes rares Choristoneura hebenstreitella (lépidoptére) et de Caenis Iuctuosa
(éphéméroptere) (Figure 43A et Figure 43B).

Jeu de données réduit - malgré de bonnes valeurs de stress les analyses NMDS ne convergent
pas non plus au genre (stress = 0.066) et a I'espece (stress = 0.061). Le recouvrement des
proies entre colonies et entre mois est tres fort : chaque proie est partagée par au moins deux
colonies/mois d’échantillonnage (Figure 43C et Figure 43D) sauf Zeiraphera isertana
(Iépidoptere) observé uniqguement en juin et Triodia sylvina (Iépidoptere) uniqguement en ao(t

(Figure 43D).
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Effet du paysage sur la diversité beta

Jeu de données complet - Les tests de Mantel effectués entre la matrice de dissimilarité du
régime alimentaire et la matrice de distances paysageres montrent que la diversité beta et le
paysage sont positivement corrélés aux rangs taxonomiques de la famille (p = 0.006), du genre
(p = 0.001) et de I'espéce (p = 0.006), mais pas de l'ordre (p = 0.215) (Annexe 4). Plus les

colonies sont situées dans des paysages différents, plus leurs régimes alimentaires divergent.

Jeu de données réduit — Les tests de Mantel révelent que la diversité beta et le paysage sont

positivement corrélés a tous les rangs taxonomiques (p < 0.01 ; Annexe 4).

4. Discussion

4.1. Une diversité taxonomique de proies inattendue
Nos résultats ont mis en évidence une trés grande diversité taxonomique de proies de I'ordre
(17 ordres) a I'espece (527 espéces) dans le régime alimentaire du Grand rhinolophe. Cette
diversité inclut des insectes terrestres de toutes tailles (ex : Thrips tabaci 1mm et Tipula
maxima >30mm), des insectes qui émergent de |'eau (stades larvaires aquatiques;
éphéméropteres, odonates et trichoptéres) et des araignées. Cette diversité démontre le
caractere plus généraliste (majorité d’espéces peu occurrentes) du régime alimentaire
gu’attendu pour cette espéce (Flanders et Jones 2009). En effet, les analyses morphologiques
des guanos de Grand rhinolophe décrivaient sept ordres plus ou moins couramment
détectés (Jones 1990; Flanders et Jones 2009): Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Neuroptera,
Hymenoptera, Trichoptera, Dermaptera et deux taxons supplémentaires en Algérie (Araneae

et Chilopoda ; Ahmim et Moali 2013). Les analyses moléculaires du régime alimentaire du
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Grand rhinolophe, qui reposent sur un échantillonnage beaucoup moins conséquent que le
notre (> 100 échantillons vs >1000 échantillons), ont mis en évidence cing ordres et 62 espéces
(24 échantillons ; Aldasoro et al. 2019), sept ordres et 57 espéces (60 échantillons; Galan et al.

2018), 10 ordres et 60 especes (10 échantillons ; Tournayre et al. soumis).

Nous ne pouvons cependant pas exclure que parmiles 527 especes que nous avons détectées,
certaines soient (1) des proies secondaires (ex: proies des araignées) ou (2) des
contaminations environnementales. Nous estimons toutefois avoir fortement réduit cette
seconde possibilité grace a I'important filtrage des données réalisé en amont des analyses
statistiques. L'échantillonnage de guanos sous les colonies, contrairement aux récoltes de
féces lors des captures de chiroptéres, augmente les probabilités de contaminations des
guanos par les animaux coexistant (oiseaux, rongeurs, autres especes de chauves-souris) et
démontre I'importance d’amplifier et d’identifier I'espece de prédateur. La détection de
contaminations par d’autres espéces de prédateur permet d’identifier et retirer les guanos
des analyses, ce qui limite l'intégration de proies non ingérées par I'espéce insectivore

d’'intérét.

Les autres études moléculaires du régime alimentaire du Grand rhinolophe (Aldasoro et al.
2019 ; Galan et al. 2018) provenaient d’échantillons collectés par capture de chauve-souris et
n’étaient donc pas concernés par ce potentiel biais. De méme I'étude de Tournayre et al.
(soumis) incluait I'amplification et I'identification de I'espéce de chauve-souris. La différence
de diversité observée entre notre étude et ces derniéres pourraient provenir de la différence
du nombre d’échantillons étudiés (Mata et al. 2018). D’autres études moléculaires sur les
chauves-souris au nombre d’échantillons importants ont également montré des diversités tres

élevées (ex: 521 especes, Andriollo et al. 2019; 277 espéces, Vesterinen et al. 2018) méme si
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ces chiffres sont probablement en dessous de la réalité, notamment a cause de I'absence de
certaines especes d’arthropodes dans les bases de données de séquences de références.
Notre étude démontre cette influence du nombre de guanos étudiés sur la diversité observée.
Notre échantillonnage nous permet d’atteindre le plateau des courbes d’accumulation
seulement au rang taxonomique de I'ordre et pas aux rangs taxonomiques inférieurs (famille,
genre, espece). Ceci est probablement di a la présence de trés nombreuses espéces rares
ingérées de maniére tres occasionnelle (300 taxons a une seule occurrence, quelques taxons
a plus de 10000 séquences) (Razgour et al. 2011). Cela signifie que potentiellement plus on
rajoute des échantillons, plus on augmente la diversité, mais également plus on ajoute
d’especes rares qui nous éloignent du plateau de diversité. La présence de ces espéces rares
souligne I'importance de comparer les résultats du jeu de données complet et du jeu de
données comprenant seulement les espéces les plus fréquentes et d’analyser la diversité en
tenant compte ou non de ces especes de proies rares (richesse spécifique vs indices de

diversité corrigés).

4.2.Vers une image plus précise du régime alimentaire du Grand rhinolophe
Nos résultats permettent de décrire assez précisément le régime alimentaire du Grand
rhinolophe, et donnent une image globalement en accord avec les résultats précédemment
décrits par les analyses microscopiques au rang taxonomique de |‘ordre (majorité de
lépidoptéres, diptéres et coléopteres; Jones 1990; Flanders et Jones 2009) sur le jeu de
données complet et réduit. De plus, nos résultats confirment les comparaisons précédemment
effectuées entre analyses morphologiques et moléculaires : nous obtenons une bien meilleure

résolution (77.6 % des taxons affiliés le sont a I'espéce) et nous détectons beaucoup plus de
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proies rares (Clare et al. 2009; Razgour et al. 2011). Nos résultats décrivent la présence de trés
nombreux ravageurs avérés ou potentiels dans le régime alimentaire du Grand rhinolophe.
Certains ravageurs avaient déja été identifiés dans les études morphologiques et moléculaires,
tels que les coléopteres Serica brunnea et Melolontha melolontha ou le diptere Tipula maxima
(Galan et al. 2018; Aldasoro et al. 2019; Jones 1990). Cependant aucune étude sur cette
espéce de chauve-souris n’avait décrit autant d’espéces problématiques ou potentiellement
problématiques. Or le role de chirosurveillance (Maslo et al. 2017b) ou agent naturel de lutte
du Grand rhinolophe pourrait prendre de plus en plus d’ampleur dans le futur car le
changement climatique favorise [l'installation et la pullulation de nombreux insectes
problématiques (Trumble et Butler 2009). La fine résolution apportée par la méthode
moléculaire de metabarcoding apporte plus d’informations pour décrire et analyser la
plasticité du régime alimentaire dans |'espace et dans le temps. Ceci permet d’étudier le
comportement de nutrition du Grand rhinolophe (opportunisme versus sélectivité vis-a-vis
des proies disponibles) a travers les variations de diversité et de composition du régime

alimentaire entre et au sein des colonies.

4.3. Effet du paysage et de la date d’échantillonnage sur le régime alimentaire
Cette étude révéle que le régime alimentaire du Grand rhinolophe varie en fonction des sites
géographiques et au long de la saison de maternité, comme cela a été observé pour d’autres
chiropteres insectivores (Arrizabalaga-Escudero et al. 2015; Razgour et al. 2011; Clare,
Symondson, et Fenton 2014; Andriollo et al. 2019; Aizpurua et al. 2018). Les patrons de
variation observés sont fortement liés a la typologie de paysage déduite de I'analyse

multivariée réalisée. Ainsi, nos résultats montrent que le paysage semble affecter le régime
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alimentaire du Grand rhinolophe, tant en terme de nombre de taxons détectés par échantillon

de guano, que de diversité et de composition en proies.

Les Grands rhinolophes dont les colonies de maternité sont entourées de haies et de prairies
permanentes (Allonne, Sainte-Gemme et Xaintray) ont des régimes alimentaires plus
diversifiés et montrent des régimes alimentaires assez similaires. Ces colonies sont toutes
situées dans les Deux-Sévres, un département encore fortement bocager ol se concentrent
la plupart des colonies de maternité de la région.

Au sein des colonies entourées de paysages supposés favorables, nous détectons de la
variabilité temporelle de la diversité et de la composition du régime alimentaire du Grand
rhinolophe, au cours de la saison de maternité. Dans le jeu de données réduit aux especes de
proies les plus fréquentes, nous avons observé dans les trois colonies situées dans des
paysages favorables (Allonne, Sainte-Gemme et Xaintray) une augmentation de la moyenne
et de la variance du nombre de taxons par guano et une diminution de la moyenne et de la
variance de la richesse spécifique du régime alimentaire entre juin et ao(t. Cela signifie qu’en
fin d’été, les individus mangent plus de proies différentes, mais dans un ensemble de proies
plus réduit. Ceci est au moins en partie lié a la phénologie des insectes : par exemple le
lépidoptére Zeiraphera isertana en vol en juin et juillet dans la région n’est pas retrouvé en
ao(t dans le régime alimentaire. A l'inverse le |épidoptére Agrotis bigramma en vol en ao(t
et septembre n’est retrouvé qu’en ao(it dans nos données. Ces patrons de variation
temporelle peuvent également refléter une sélectivité moindre/un opportunisme plus élevé
des Grands rhinolophes en juin. En effet, en juin nous observons un rapport plutét équilibré
entre les trois ordres lépidoptéres, dipteres et coléoptéres. En aolt nous observons
globalement plus de |épidoptéres (dont Agrotis bigramma et Triodia sylvina dont les adultes

volent seulement en aolt-septembre) au détriment des diptéres, et plus du coléoptére Copris
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lunaris (en vol tout I'été ; identifié en juin et aolt mais pas juillet). De plus nous détectons une
fréquence d’occurrence plus faible du diptére Limonia nubeculosa en ao(t, alors que la
phénologie de cette espéce indique un vol tout au long de I'été. Ces variations temporelles
suggerent ainsi une plus forte sélectivité du Grand rhinolophe en ao(t, les proies
préférentielles étant de gros |épidoptéres nocturnes. Lorsque I’'on consideére le jeu de données
complet, qui contient une tres grande diversité de proies rares, nous observons globalement
une diminution en fin d’été du nombre de taxons par guano et de la richesse spécifique dans
le régime alimentaire de ces trois colonies (patron moins marqué pour la colonie de Xaintray),
ce qui confirme le patron observé précédemment sur le jeu de données des proies les plus
occurrentes. Ces patrons de variation temporelle de la composition, de la diversité et du
nombre de proies par guano suggerent ainsi plus de sélectivité des proies en ao(t, et plus
d’opportunisme en juin. Une sélectivité des proies plus fortes en ao(t pourrait étre associée
a des contraintes moins fortes liées au sevrage des jeunes et a un besoin énergétique fort
requis pour l'accumulation de graisse pour préparer la saison d’accouplement et
d’hibernation. Un tel comportement est observé en laboratoire : Koselj, Schnitzler, et Siemers
(2011) ont montré que le Grand rhinolophe est moins sélectif et prend une plus grande
proportion de toutes les proies présentes lorsque les proies sont rares. Mais des analyses plus
poussées de la disponibilité et de la qualité des proies potentiellement sélectionnées par la
Grand rhinolophe dans cette étude restent actuellement indispensables pour mieux
déterminer linfluence relative des variations environnementales de la communauté
d’insectes et du changement comportemental du Grand rhinolophe (opportunisme et

sélectivité) dans les modifications temporelles de régime alimentaire observées au long de
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Les colonies d’Annepont et de Beaumont, situées dans des habitats supposés moins
favorables (foréts fermées, peupleraies et dans une moindre mesure de landes ligneuses),
montrent des patrons de diversité différents de ceux observés sur les colonies entourées de
paysages supposés favorables (bocagers). Sur le jeu de données réduit, nous observons en
moyenne un nombre de taxons par guano et une diversité plus faible que pour les colonies
situées dans des paysages favorables. Ce patron pourrait s’expliquer par une plus faible
disponibilité en proies dans ces milieux moins favorables, ce qui ne semble donc pas
corroborer 'attendu de la théorie de I'approvisionnement optimal, qui prédit une plus grande
sélectivité lorsque les proies disponibles sont plus abondantes et diverses. Cependant, il
faudrait comparer le ratio des proies consommeées versus disponibles dans le milieu pour
réellement tester cette prédiction.

Nous observons également que les indices de diversité spécifique du régime alimentaire sont
stables au cours de I'été pour les deux colonies. Parallelement, il existe une forte variation de
la composition du régime alimentaire au cours de I'été. Bien que les espéces impliquées dans
ces variations different entre les deux colonies, ces derniéres montrent toutes deux une tres
forte augmentation de la proportion de Iépidoptéeres (principalement Euthrix potatoria) dans
le régime alimentaire du Grand rhinolophe en aolt a Annepont, et dés juillet 3 Beaumont
(jusgu’a environ 80% de |épidoptéres ; principalement Celypha striana et Laothoe populi). La
phénologie des espéces les plus occurrentes en aolt pour Annepont et en juillet-aolt pour
Beaumont nous indique que ces especes volent sur toute la période estivale. Les variations
temporelles de composition du régime alimentaire vis a vis de ces especes ne semblent donc
pas uniquement liées a des changements de disponibilité des proies dans |'environnement.
Ainsi, nos résultats pourraient signifier qu’en milieu supposé peu favorable, la diversité et/ou

I’abondance des proies disponibles sont plus faibles qu’en milieu supposé favorable, ce qui
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aurait pour conséquences un régime alimentaire du Grand rhinolophe moins diversifié. Ce
patron serait renforcé en fin de saison de maternité avec un biais vers les |épidopteres, qui
résulterait a la fois du changement des communautés de proies disponibles mais également
d’une plus grande sélectivité vers les papillons, comme observé dans les milieux favorables.

Le jeu de données complet apporte des informations complémentaires sur I'importance des
nombreuses especes rares dans le régime alimentaire des Grands rhinolophes de ces deux
colonies. Nous observons un pic du nombre de taxa par guano et de la richesse spécifique en
juillet a Annepont, une stabilité de ces indices a Beaumont et une variation de la composition
similaire a celle observée sur le jeu de données réduit (plus de Iépidoptéres en aolt a
Annepont et dés juillet a Beaumont). Cela suggere qu’en juillet, lors de la lactation, le Grand
rhinolophe a Annepont serait plus opportuniste et compléterait son régime alimentaire grace
aux émergences d’insectes (beaucoup plus de diptéres et de coléoptéres qu’a Beaumont) ce
qui ne serait pas le cas a Beaumont. Une différence de disponibilité des proies dans le milieu,
liée aux différences paysageres ou de traitements insecticides, pourrait expliquer les patrons
observés dans les deux colonies. Cette question constitue une piste intéressante a explorer
pour mieux comprendre la plasticité du régime alimentaire du Grand rhinolophe en milieu

hétérogene.

Enfin, la colonie de Lessac semble entourée d’un paysage différent des autres colonies avec
en particulier plus de landes ligneuses, et est située sous un viaduc au-dessus de la Vienne. Le
régime alimentaire du Grand rhinolophe dans cette colonie montre un pic du nombre de taxa
par guanos et de richesse spécifique en juillet, que I'on prenne en compte les proies rares ou
non (jeu de données complet et réduit). Parmi les espéces occurrentes, aucune ne prédomine
a cette période tandis qu’en juin et en aolt nous observons une majorité de Iépidopteres

(majoritairement Korscheltellus lupulina - vol d’avril a juin- et Triodia sylvina — vol d’ao(t a

269



octobre -, respectivement). Ce patron pourrait indiquer une tres faible sélectivité et/ou un
trés fort opportunisme d’approvisionnement des Grands rhinolophes de cette colonie en
juillet. Ceci pourrait étre lié potentiellement a une forte abondance de I'ensemble des espéces
de proies disponibles. Avec le jeu de données complet le patron observé est similaire a celui
décrit pour Annepont, c’est-a-dire une augmentation progressive de la part de |épidopteres
dans le régime alimentaire au cours de I'été. Notamment on retrouve une fréquence élevée
des lépidopteres Triodia sylvina dont les adultes volent seulement en ao(it-octobre (variations
dans le régime alimentaire liées a la phénologie) et de Celypha striana dont les adultes volent
tout I'été (variations dans le régime alimentaire non liées a la phénologie). Les variations de
régime alimentaire du Grand rhinolophe a Lessac pourraient donc étre influencées par la
communauté de proies disponibles - une communauté plus riche étant potentiellement
associée a un comportement d’approvisionnement plus opportuniste - et par les besoins
énergétiques - des besoins accrus en fin de saison pouvant étre associés a une plus forte
sélectivité en faveur des |épidopteres -. Encore une fois, ces suggestions d’interprétation
nécessitent d’étre confirmées et validées par de nouvelles données environnementales

(analyse des communautés d’insectes disponibles).

5. Perspectives de recherche

D’aprés Emlen (1966), les préférences alimentaires ne peuvent étre correctement décrites
gue si un certain nombre de facteurs autres que les fréquences relatives dans le régime
alimentaire sont connus. L’approche généralement adoptée dans les études de « sélection de
proies » consiste a comparer une mesure des proies disponibles (attendu) a ce qui a été

réellement consommé (observé) (Jones 1990; Arrizabalaga-Escudero et al. 2019). Or la qualité
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des proies ou rentabilité (contribution de caractéristiques telles que la taille, la masse ou la
vitesse de vol) détermine un compromis colt de chasse / bénéfice de se focaliser sur un
certain type de proies (Koselj, Schnitzler, et Siemers 2011). Dans le futur, il sera donc
important d’acquérir des données sur la qualité nutritionnelle (acides gras, masse ...) et la
disponibilité des proies dans I'environnement, au cours de I'été et pour les différents
paysages, afin de mieux discriminer la part du choix du Grand rhinolophe de la contrainte liée

a la variabilité environnementale de I'abondance et la richesse des proies dans le milieu.

Une deuxieme perspective importante sera de poursuivre les suivis de déplacements de
chasse du Grand rhinolophe dans les paysages composés de vergers, prairies temporaires,
foréts fermées, peupleraies et landes ligneuses, par radiopistage par exemple, qui pourront
nous aider a mieux interpréter nos données sur linteraction paysage/saison/régime
alimentaire et notamment sur I’'hétérogénéité des patrons observés dans les colonies

d’Annepont, Beaumont et Lessac.

Il serait également intéressant d’associer des données écotoxicologiques aux données de
régime alimentaire pour déterminer s’il existe un lien entre le régime alimentaire et
I’exposition aux pesticides de cette espéce et de ses proies. En effet, les insecticides peuvent
impacter la physiologie et la survie des chauves-souris (Bayat et al. 2014; Clark, LaVal, et
Swineford 1978; Hooton et al. 2016). Il faudrait donc quantifier la présence des molécules de
pesticides ou de traitements du bétail dans le guano de chaque colonie. Or ces analyses sont
habituellement réalisées a partir des organes prélevés sur des individus morts (ex: tissus
graisseux; Kannan et al. 2010) et nécessitent donc une mise au point préalable pour étre
effectuées sur du guano. De plus, il n’existe pas de valeur de références donc nous

mangquerions d’informations sur la signification toxicologique des molécules et concentrations
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détectées. Les analyses seraient donc seulement comparatives entre colonies. Les
informations disponibles publiquement sur la quantité de pesticides achetés en 2017 par les
communes de la région Poitou-Charentes (données Mediapart) ne permettent en tout cas pas
d’expliquer les patrons observés (ex: deux fois plus de pesticides a Sainte-Gemme qu’a
Annepont). Des informations plus précises (ex: date de traitement, produits utilisés),

pourraient potentiellement étre récupérées via les chambres d’agriculture concernées.

Enfin nos résultats montrent des variations de régime alimentaire au cours de la saison de
maternité et entre les colonies, cependant nous ne connaissons pas I'impact de ces variations
sur la valeur sélective des individus. Une analyse du ratio masse/avant-bras comme indicateur
de la condition corporelle des individus dans cinq des sept colonies de cette étude en 2018
montre des conditions corporelles homogenes entre colonies sauf a Lessac ou elle est plus
élevée (Annexe 5). Pour estimer I'impact du régime alimentaire sur la valeur sélective des
individus et la santé des colonies, il faudrait estimer les parameétres de reproduction et la
survie juvénile a partir des guanos collectés. Ceci a récemment été développé sur le Petit
rhinolophe a partir d’une approche de capture-marquage-recapture basée sur des
échantillons de guano (Jan 2017). Afin de mieux analyser le bruit potentiel créé par les facteurs
individuels sur le régime alimentaire (ex : différences de besoins énergétiques males/femelles,
moindre performance des juvéniles a la chasse ; Mata et al. 2016; Arrizabalaga-Escudero et al.
2019) il serait intéressant de déterminer le sexe et I'age des individus a partir de ces guanos.
Par exemple chez le Rhinolophe euryale notamment, les adultes se nourrissent de gros
papillons qui volent vite, tandis que les jeunes consomment plutét des papillons plus petits,
plus lents et qui ne percoivent pas les ultrasons (a l'inverse des papillons tympanés) en
attendant d’améliorer leur performances de chasse (Aldasoro et al. 2019; Dietz, Pir, et Hillen

2013b). Déterminer le sexe des individus a partir du guano a déja été réalisé sur le Petit
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rhinolophe (Zarzoso-Lacoste et al. 2018) et serait facilement applicable au Grand rhinolophe.
En revanche, déterminer |’age des chauves-souris a partir de I’ADN n’a été développé a ce jour
que sur des échantillons de patagium de Murin de Bechstein et pourrait étre compromis par

la qualité dégradée de ’ADN des guanos récoltés sous les colonies (Wright et al. 2018).

6. Implications en termes de conservation

En termes de conservation, notre objectif était de définir si, a travers le spectre de proies,
nous pouvions identifier des paysages a conserver en priorité pour préserver les ressources
clés de cette espece. Nos résultats ont montré que le Grand rhinolophe se nourrit de proies
tres diverses (terrestres, aquatiques, ...), mais les espéces les plus fréquemment détectées
sont majoritairement associées aux prairies et zones boisées. Nos analyses suggérent que les
colonies entourées d’'une majorité de haies et de prairies permanentes permettent une plus
grande diversité de proies dans le régime alimentaire. Réduire la coupe des haies permettrait
par exemple une meilleure conservation des |épidoptéres (Froidevaux, Broyles, et Jones 2019;
Boughey et al. 2011), qui composent la majeure partie du régime alimentaire du Grand
rhinolophe. Le rayon de protection du paysage autour de la colonie est souvent proposé aux
alentours de quatre kilomeétres, sur la base des données de radiopistage (Flanders et Jones
2009). Or les proies peuvent venir de plus loin que ce rayon (entre stade larvaire et adulte)
(Arrizabalaga-Escudero et al. 2015). Un travail d’écologie des proies est donc nécessaire pour
déterminer le rayon de protection et les différents types d’habitats a protéger pour favoriser
les proies. Il faut également étre prudent dans I’extrapolation de nos résultats car les patrons
de régime alimentaire saisonniers peuvent changer d’'une année a l'autre par exemple en

fonction des températures (Clare, Symondson, et Fenton 2014). En I'absence de plus
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d’informations sur les proies et le paysage il n’est pas prudent de déterminer un rayon de

protection du paysage autour des colonies, du fait de la diversité de patrons observés.

7. Conclusion

Nos résultats confirment le caractere généraliste du régime alimentaire du Grand rhinolophe,
composé d’une diversité taxonomique hors norme dans I'ensemble des colonies, dominé
principalement par des lépidopteres, diptéres et coléopteres. Cependant nous avons montré
gue le Grand rhinolophe peut faire preuve d’une grande plasticité dans son régime alimentaire
selon le paysage dans lequel la colonie est située et probablement en fonction des variations
de besoins énergétiques des femelles pendant la saison de maternité, en modulant la balance
opportunisme/sélectivité des proies. Ces fluctuations entre colonies et au cours du temps
soulignent I'importance d’un plan d’échantillonnage rigoureux dans le temps et I'espace,
incluant l'estimation de la disponibilité des proies dans le milieu pour pouvoir mieux
caractériser la cause d’un telle plasticité (sélectivité ou opportunisme au gré des émergences).
A ce jour, nous manquons encore d’éléments pour bien cerner les patrons observés et donc
pour les intégrer dans des plans de conservation concrets. Des analyses complémentaires (ex :
stabilité des patrons observés dans le temps, écologie et appétences des proies, paysages)
sont nécessaires avant de pouvoir mettre en place des actions de conservation pertinentes

pour le Grand rhinolophe et ses proies.
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Tables

Tableau 2. Identification de I'espece de prédateur des 1985 échantillons. GR= Grand rhinolophe, MOE
= Murin a oreilles échancrées, GM = Grand murin, SN = Sérotine de Nilson, ORR=Oreillard roux, MD =
Murin de Daubenton, MB = Murin de Bechstein, HIR= Hirondelle, R = Rongeur, MULT = Mélange de
plusieurs especes de rongeurs ou d’oiseaux, CHL = Verdier d’Europe, PAD = Moineau domestique, GAL

= Gallus sp., ANS = Anser sp. Les valeurs en gras indiquent les effectifs de Grand rhinolophe par colonie

et par mois d’échantillonnage.
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Tableau 3. Résultats des GLMS testant I'effet des variables paysagéres (Axe 1 et 2 de I’ACP-1) et du
mois d’échantillonnage (Juin, Juillet, Ao(t) sur la valeur de diversité alpha pour g =0 et g =1 a chaque
niveau taxonomique : ordre, famille, genre et espéce. Les p-values en gras correspondent aux p-values
significatives aprés correction pour test multiples FDR. A) Sur le jeu de données complet, B) sur le jeu

de données réduit (proies dont la fréquence est > 5%).

A) q=0 qg=1
Df Chi p Df Chi p
Axel 1 18,446 1,75E-05 1 14,421 0,0001
Axe2 1 3,155 0,076 1 7,478 0,0062
Ordre mois 2 68,772 1,17E-15 2 49,596 1,70E-11
Axel 1 15,296 9,19E-05 1 13,056 0,0003
Axe2 1 7,307 0,00687 1 14,556 0,0001
Famille mois 2 52,178 4,67E-12 2 65,638 5,58E-15
Axel 1 18,245 1,94E-05 1 11,923 0,0005
Axe2 1 3,263 0,071 1 10,542 0,001
Genre mois 2 24,087 5,88E-06 2 52,936 3,20E-12
Axel 1 23,084 1,55E-06 1 13,637 0,0002
Espéce Axe2 1 3,067 0,079 1 11,497 0,0007
mois 2 20,757 3,11E-05 2 36,096 1,45E-08
B) q=0 qg=1
Df Chi p Df Chi p

Axel 1 26.25 2.99E-07 1 22.785 1.812E-06

Axe2 1 0.017 0.895 1 0.065 0.799

Ordre mois 2 33.558 5.163E-08 2 24.740 4.245E-06

Axel 1 45.832 1.288E-11 1 41.857 9.822E-11

Famille Axe2 1 0.348 0.555 1 0.902 0.342
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mois 19.389 6.163E-05 20.402 3.714E-05
Axel 44.325 2.781E-11 39.470 3.332E-10
Axe2 0.541 0.462 1.015 0.3137
Genre mois 22.437 1.342E-05 20.203 4.101E-05
Axel 40.659 1.812E-10 36.790 1.316E-09
Espece Axe2 0.010 0.919 0.002 0.967
mois 18.021 0.0001 13.459 0.001
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Tableau 4. Valeur de diversité beta 8 obtenues pour chaque rang taxonomique avec le jeu de données

réduit.
qg=0 g=1
Ordre 0.563 0.139
Famille 0.854 0.307
Genre 0.895 0.369
Espéce 0.904 0.382
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Annexes

Annexe 1. Liste des especes de ravageurs identifiées (base de données Arthemis, extraction le

04/10/19). Les espéces dont la fréquence est supérieure a 5% sont indiquées en gras.

Order Family Genus Species Nombre d’occurrences
Coleoptera Scarabaeidae Serica Serica brunnea 103
Coleoptera Curculionidae Curculio Curculio elephas 37
Coleoptera Scarabaeidae Amphimallon Amphimallon majale 28
Coleoptera Scarabaeidae Amphimallon Amphimallon solstitiale 18
Coleoptera Dermestidae Anthrenus Anthrenus verbasci 8
Coleoptera Scarabaeidae Melolontha Melolontha melolontha

Coleoptera Dermestidae Attagenus Attagenus pellio

Coleoptera Laemophloeidae Cryptolestes Cryptolestes pusillus

Diptera Muscidae Musca Musca autumnalis 73
Diptera Tipulidae Tipula Tipula maxima 52
Diptera Tipulidae Nephrotoma Nephrotoma flavescens 18
Diptera Tipulidae Tipula Tipula lateralis 12
Diptera Tipulidae Nephrotoma Nephrotoma appendiculata 10
Diptera Tipulidae Tipula Tipula oleracea 9
Diptera Tipulidae Tipula Tipula vernalis 4
Diptera Syrphidae Eristalis Eristalis tenax 1
Hemiptera Miridae Adelphocoris Adelphocoris lineolatus 35
Hemiptera Cicadellidae Fieberiella Fieberiella florii 1
Hemiptera Cicadellidae Oncopsis Oncopsis flavicollis 1
Hemiptera Miridae Orthops Orthops kalmii 1
Hemiptera Aphrophoridae  Philaenus Philaenus spumarius 1
Hemiptera Aphididae Tuberculatus Tuberculatus annulatus 1
Lepidoptera  Tortricidae Tortrix Tortrix viridana 65
Lepidoptera  Noctuidae Agrotis Agrotis exclamationis 46
Lepidoptera  Tortricidae Ancylis Ancylis achatana 39
Lepidoptera Lasiocampidae = Malacosoma Malacosoma neustria 38
Lepidoptera  Tortricidae Cydia Cydia splendana 37
Lepidoptera  Notodontidae Thaumetopoea Thaumetopoea pityocampa 35
Lepidoptera  Tortricidae Archips Archips xylosteana 30
Lepidoptera  Noctuidae Agrotis Agrotis segetum 29
Lepidoptera Depressariidae  Carcina Carcina quercana 29
Lepidoptera Erebidae Euproctis Euproctis chrysorrhoea 29
Lepidoptera  Crambidae Chrysoteuchia Chrysoteuchia culmella 26
Lepidoptera  Hepialidae Hepialus Hepialus humuli 26
Lepidoptera  Noctuidae Autographa Autographa gamma 25
Lepidoptera  Tortricidae Celypha Celypha lacunana 25
Lepidoptera  Cossidae Cossus Cossus cossus 25
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Lepidoptera  Plutellidae Plutella Plutella xylostella 25
Lepidoptera  Sphingidae Sphinx Sphinx ligustri 24
Lepidoptera  Noctuidae Trachea Trachea atriplicis 24
Lepidoptera  Tortricidae Aleimma Aleimma loeflingiana 22
Lepidoptera  Tortricidae Archips Archips podana 22
Lepidoptera Geometridae Chiasmia Chiasmia clathrata 16
Lepidoptera  Notodontidae Phalera Phalera bucephala 16
Lepidoptera  Tortricidae Cydia Cydia amplana 15
Lepidoptera  Pterophoridae = Emmelina Emmelina monodactyla 15
Lepidoptera Lasiocampidae  Gastropacha Gastropacha quercifolia 15
Lepidoptera Lasiocampidae  Dendrolimus Dendrolimus pini 14
Lepidoptera  Praydidae Prays Prays fraxinella 14
Lepidoptera  Tortricidae Gypsonoma Gypsonoma dealbana 12
Lepidoptera  Noctuidae Noctua Noctua pronuba 12
Lepidoptera  Tortricidae Orthotaenia Orthotaenia undulana 12
Lepidoptera  Tortricidae Pandemis Pandemis heparana 12
Lepidoptera  Tortricidae Acleris Acleris variegana 11
Lepidoptera  Erebidae Arctia Arctia caja 11
Lepidoptera Geometridae Crocallis Crocallis elinguaria 11
Lepidoptera Lasiocampidae Lasiocampa Lasiocampa quercus 11
Lepidoptera Erebidae Lymantria Lymantria dispar 11
Lepidoptera  Noctuidae Sesamia Sesamia nonagrioides 11
Lepidoptera  Tortricidae Archips Archips crataegana 10
Lepidoptera Crambidae Agriphila Agriphila straminella 9
Lepidoptera  Tortricidae Pandemis Pandemis cerasana 9
Lepidoptera  Tortricidae Lozotaenia Lozotaenia forsterana 8
Lepidoptera  Noctuidae Macdunnoughia  Macdunnoughia confusa 8
Lepidoptera  Sphingidae Deilephila Deilephila elpenor 7
Lepidoptera  Erebidae Euproctis Euproctis similis 7
Lepidoptera  Tortricidae Hedya Hedya nubiferana 7
Lepidoptera  Tortricidae Notocelia Notocelia roborana 7
Lepidoptera  Noctuidae Cosmia Cosmia trapezina 6
Lepidoptera  Sphingidae Mimas Mimas tiliae 6
Lepidoptera  Gelechiidae Aproaerema Aproaerema anthyllidella 5
Lepidoptera  Noctuidae Mythimna Mythimna unipuncta 5
Lepidoptera  Tortricidae Acleris Acleris rhombana 4
Lepidoptera  Noctuidae Acronicta Acronicta rumicis 4
Lepidoptera  Tortricidae Epinotia Epinotia tenerana 4
Lepidoptera Geometridae Lomaspilis Lomaspilis marginata 4
Lepidoptera  Erebidae Lymantria Lymantria monacha 4
Lepidoptera  Coleophoridae  Coleophora Coleophora alcyonipennella 3
Lepidoptera  Tortricidae Grapholita Grapholita funebrana 3
Lepidoptera  Tortricidae Hedya Hedya pruniana 3
Lepidoptera  Noctuidae Phlogophora Phlogophora meticulosa 3
Lepidoptera  Tortricidae Spilonota Spilonota ocellana 3
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Lepidoptera  Tortricidae Acleris Acleris forsskaleana 2
Lepidoptera  Tortricidae Acleris Acleris holmiana 2
Lepidoptera  Noctuidae Amphipyra Amphipyra pyramidea 2
Lepidoptera  Noctuidae Anarta Anarta trifolii 2
Lepidoptera Geometridae Apeira Apeira syringaria 2
Lepidoptera  Coleophoridae  Coleophora Coleophora spinella 2
Lepidoptera  Tortricidae Cydia Cydia fagiglandana 2
Lepidoptera Geometridae Ectropis Ectropis crepuscularia 2
Lepidoptera Geometridae Gymnoscelis Gymnoscelis rufifasciata 2
Lepidoptera  Tortricidae Neosphaleroptera Neosphaleroptera nubilana 2
Lepidoptera  Tortricidae Notocelia Notocelia uddmanniana 2
Lepidoptera Geometridae Peribatodes Peribatodes rhomboidaria 2
Lepidoptera  Noctuidae Peridroma Peridroma saucia 2
Lepidoptera Crambidae Pleuroptya Pleuroptya ruralis 2
Lepidoptera  Erebidae Scoliopteryx Scoliopteryx libatrix 2
Lepidoptera Crambidae Sitochroa Sitochroa verticalis 2
Lepidoptera  Notodontidae Stauropus Stauropus fagi 2
Lepidoptera  Noctuidae Subacronicta Subacronicta megacephala 2
Lepidoptera Crambidae Udea Udea ferrugalis 2
Lepidoptera  Tortricidae Acleris Acleris ferrugana 1
Lepidoptera  Noctuidae Acronicta Acronicta aceris 1
Lepidoptera  Noctuidae Amphipyra Amphipyra tragopoginis 1
Lepidoptera Geometridae Biston Biston betularia 1
Lepidoptera  Gracillariidae Caloptilia Caloptilia alchimiella 1
Lepidoptera Geometridae Campaea Campaea margaritaria 1
Lepidoptera  Noctuidae Caradrina Caradrina clavipalpis 1
Lepidoptera  Coleophoridae  Coleophora Coleophora hemerobiella 1
Lepidoptera  Tortricidae Crocidosema Crocidosema plebejana 1
Lepidoptera  Tortricidae Ditula Ditula angustiorana 1
Lepidoptera Crambidae Elophila Elophila nymphaeata 1
Lepidoptera  Epermeniidae Epermenia Epermenia chaerophyllella 1
Lepidoptera  Pyralidae Euzophera Euzophera pinguis 1
Lepidoptera Crambidae Evergestis Evergestis forficalis 1
Lepidoptera  Tortricidae Gypsonoma Gypsonoma sociana 1
Lepidoptera  Tortricidae Hedya Hedya ochroleucana 1
Lepidoptera  Noctuidae Mamestra Mamestra brassicae 1
Lepidoptera Geometridae Menophra Menophra abruptaria 1
Lepidoptera  Tortricidae Notocelia Notocelia rosaecolana 1
Lepidoptera Lasiocampidae  Odonestis Odonestis pruni 1
Lepidoptera Geometridae Opisthograptis Opisthograptis luteolata 1
Lepidoptera Geometridae Pasiphila Pasiphila rectangulata 1
Lepidoptera  Gelechiidae Recurvaria Recurvaria leucatella 1
Lepidoptera  Erebidae Spilosoma Spilosoma lubricipeda 1
Lepidoptera  Noctuidae Spodoptera Spodoptera exigua 1
Lepidoptera  Gelechiidae Stenolechia Stenolechia gemmella 1
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Lepidoptera  Noctuidae Xestia Xestia xanthographa 1
Lepidoptera  Ypsolophidae Ypsolopha Ypsolopha parenthesella 1
Lepidoptera  Ypsolophidae Ypsolopha Ypsolopha scabrella 1
Lepidoptera Cossidae Zeuzera Zeuzera pyrina 1
Orthoptera  Tettigoniidae Ruspolia Ruspolia nitidula 1
Thysanoptera Thripidae Thrips Thrips tabaci 2
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Annexe 2. Diversité alpha moyenne par colonie — mois d’échantillonnage (6 = Juin, 7 = Juillet, 8 =Ao(t) pour le jeu de données complet et le jeu de données

réduit. Les valeurs indiquées en vert correspondent aux valeurs maximales par rang taxonomique et valeur de q, et les valeurs en rouge correspondent aux

valeurs minimales par rang taxonomique et valeur de q.

ALL6  ALL7 ALL8 ANN6 ANN7 ANN8 BEA6 BEA7 BEA8 LES6 LES7 LES8 SGE6 SGE7 SGE8 XAI6 XAlI7  XAI8
& Ordre 2,302 2,699 1,724 2,105 2,500 1,680 1,964 1,618 1,843 1,912 2,474 1,461 2,225 2,033 1,824 2,311 2,243 1,831
g— Famille 4=0 3,667 4,699 3,207 2,553 4,050 2,680 2,821 3,026 3,012 2,242 4,276 2,355 3,000 3,167 3,078 3,047 3,622 3,237
8 Genre 4,603 5,438 3,667 3,132 4,350 3,200 3,262 3,257 3,783 2,333 5,467 2,539 5,225 3,333 3,725 3,884 3,905 4,068
\§ Espéce 4,841 4,986 3,609 3,135 4,450 2,920 3,072 3,116 3,481 2,606 5,147 2,487 4,775 3,100 3,353 3,907 3,542 3,983
g Ordre 1,549 1,713 1,252 1,407 1,603 1,184 1,359 1,209 1,306 1,288 1,518 1,118 1,523 1,354 1,231 1,524 1,455 1,299
2 Famille 1,907 2,274 1693 1400 2070 1,463 1,480 1,794 1572 1,290 199 1,329 1,732 1,647 1,587 1,666 1,901 1,732
_g Genre o=t 2,081 2,511 1,811 1,648 2,214 1,519 1,608 1,856 1,729 1,271 2,315 1,384 2415 1,707 1,704 1,874 1,967 1,902
S Espéce 2,192 2,400 1,843 1,615 2,273 1473 1,588 1,853 1,704 1,405 2,210 1,361 2,320 1,593 1,745 1860 1,852 1,937
., Ordre 1,613 1,400 1,303 1,286 1,286 1,222 1,250 1,08 1,150 1,280 1,574 1,072 1,444 1,143 1,125 1,700 1,250 1,138
§ Famille 4=0 1,823 1,700 1,530 1,321 1,500 1,333 1,250 1,128 1,300 1,360 1,792 1,232 1,407 1,286 1,156 1,850 1,676 1,276
5, Genre 1,887 1,700 1,530 1,393 1,500 1,333 1,267 1,128 1,300 1,360 1,792 1,232 1,481 1,286 1,156 2,000 1,676 1,276
‘é Espéce 1,85 1,509 1,538 1,321 1,429 1,333 1,233 1,130 1,300 1,400 1,765 1,232 1,481 1,167 1,156 1,975 1,486 1,276
S Ordre 1,282 1,153 1,131 1,070 1,216 1,001 1,088 1,036 1,031 1,124 1,241 1,014 1,164 1,050 1,058 1,309 1,108 1,081
§ Famille q=1 1,396 1,398 1,219 1,091 1,354 1,112 1,092 1,063 1,060 1,126 1,353 1,117 1,163 1,094 1,070 1,368 1,361 1,178
o Genre 1,400 1,398 1,219 1,139 1,354 1,112 1,093 1,063 1,060 1,126 1,353 1,117 1,167 1,094 1,070 1,425 1,361 1,178
B Espéce 1,397 1,289 1,222 1,112 1,281 1,112 1,090 1,064 1,060 1,165 1,355 1,117 1,167 1,058 1,070 1,397 1,229 1,178
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Annexe 3. Résultats A) des analyses de permANOVA et B) d’analyse d’homogénéité de la variance par
permutation (999 permutations), basé sur la dissimilarit¢ de Bray-Curtis pour chaque rang
taxonomique testé. Les p-values en gras correspondent aux p-values significatives aprés correction
pour test multiples FDR. Ces analyses ont été réalisées sur le jeu de données complet et sur le jeu de

données réduit (especes dont la fréquence est > 5%)

A) permANOVA

Df F p
Mois 2 51.160 0.001
Site 5 10.527 0.001
Ordre Mois * site 10 9.401 0.001
o Mois 2 38.527 0.001
é— Site 5 11.620 0.001
g Famille Mois * site 10 7.827 0.001
% Mois 2 28.939 0.001
E Site 5 8.7538 0.001
§ Genre Mois * site 10 7.38 0.001
Mois 2 24.992 0.001
Espéce Site 5 8.207 0.001
Mois * site 10 7.460 0.001
Mois 2 91.334 0.001
Site 5 17.592 0.001
Ordre Mois * site 10 12.845 0.001
o Mois 2 46.668 0.001
é Site 5 15.561 0.001
‘g Famille Mois * site 10 8.993 0.001
% Mois 2 54.269 0.001
E Site 5 14.853 0.001
Genre Mois * site 10 10.056 0.001
Espace Mois 2 53.585 0.001
Site 5 14.235 0.001
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Mois * site 10 10.181 0.001
B) permTest
Df F p
Jeude données complet Ordre 17 11.066 0.001
Famille 17 8.819 0.001
Genre 17 9.928 0.001
Espece 17 10.419 0.001
Jeu de données réduit  Ordre 17 6.782 0.001
Famille 17 4.554 0.001
Genre 17 4.5064 0.001
Espéce 17 4.749 0.001
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Annexe 4. Résultats des tests de Mantel réalisé entre la matrice de distances paysageres et la matrice
de dissimilarité de Bray-Curtis. Les p-values en gras indiquent une significativité apreés correction

multiple (FDR).

Jeu de données complet Jeu de données réduit
Observation p Observation p
Ordre 0,006 0,215 0.023 0.012
Famille 0,016 0,006 0.017 0.003
Genre 0,014 0,001 0.030 0.001
Espece 0,011 0,006 0.026 0.001
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Annexe 5. Indice de condition corporelle des femelles adultes non gestantes dans les cing

colonies ou ont eu lieu une capture de Grand rhinolophe durant I'été 2018. L’indice de

=
w
i

MASSEAB

ALLONNE
ANNEPONT
LESSAC
KAINTRAY

SAINTE-GEMME

Grace aux sessions de captures-recaptures annuelles des Grands rhinolophes en Poitou-Charentes,
nous disposons des données biométriques des individus des colonies échantillonnées en 2018 a
I’exception de la colonie de Beaumont dans la Vienne pour laquelle aucune capture n’a été réalisée.
Les dates de captures s’étendent sur trois semaines de fin juillet a mi-AoGt 2018 selon les colonies :
Allonne (18/07/18), Xaintray (23/07/18), 26/07/18 (Sainte-Gemme), 01/08/18 (Saint-Martin-les-
Melle), 02/08/18 (Lessac) et Annepont (13/08/18). La condition corporelle des femelles adultes non
gestantes (pour éviter tout biais lié au sexe, a I'dge et a I'état reproducteur) est estimée grace a ces
mesures par le calcul du ratio masse/avant-bras. Un test de Kruskall-Wallis et un test post hoc de Dunn
(avec correction pour tests multiples de Benjamini-Hochberg) ont été utilisés pour tester une
différence d’indices de condition corporelle entre les colonies. L'indice de condition corporelle des
individus en 2018 n’est pas homogene entre les colonies (Kruskal-Wallis chi-squared = 16.692, df = 4,
p-value = 0.002219) (Figure S1). Le test post-hoc de Dunn nous indique qu’aprés correction pour test
multiple, I'indice de condition corporelle dans la colonie de Lessac est significativement plus élevé que
dans les colonies d’Allonne (p = 0.0039), Annepont (p = 0.0075), Sainte-Gemme (p = 0.0091) et Xaintray
(p = 0.0053).
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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Au cours de cette these je me suis intéressée a I'apport de concepts d’écologie évolutive et
d’approches moléculaires pour la conservation d’'une espéce de chauve-souris (Rhinolophus
ferrumequinum) dans I'ancienne région de Poitou-Charentes (Ouest de la France) ou cette
espéce avait été classée comme Vulnérable en 2016 suite a I'observation d’une diminution de
30% des effectifs régionaux entre 2005 et 2015. Face a cette situation, I'objectif de ce travail,
initié au travers de collaborations entre partenaires associatifs (PCN) et académiques (LBBE
Lyon, CBGP Montpellier), était de décrire la biologie des populations du Grand rhinolophe et
de comprendre l'influence du paysage sur le fonctionnement des colonies : le paysage est-il
un facteur limitant les flux de génes des populations ? Au travers du spectre des proies du
Grand rhinolophe, peut-on identifier des paysages a conserver en priorité pour préserver les

ressources clés de cette espéce ?

1. Bilan des principaux résultats obtenus

Dans un premier temps, grace a l'utilisation de 17 marqueurs microsatellites, nous avons
montré que les colonies de maternité francaises et la colonie de maternité du Pays Basque
espagnol (Sud-Ouest des Pyrénées) sont tres peu différenciées génétiquement et forment une
grande population stable a forte diversité génétique. Nous avons détecté un faible patron
d’isolement par la distance entre ces colonies (plus les colonies sont éloignées
géographiquement, plus elles sont différenciées génétiqguement). Ces résultats, ainsi que la
présence de forts coefficient d’apparentement entre individus de colonies trés éloignées,
soulignent une grande capacité du Grand rhinolophe a se déplacer malgré des caractéristiques
biologiques et écologiques peu favorables a des déplacements sur de longues distances

(espece lucifuge, faible distance d’écholocation, dépendance de linéaires paysagers).
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Cependant la situation n’est pas homogene dans toute la population puisque nous avons
montré que la colonie de Montreuil-sur-Mer dans le Nord de la France (Pas-de-Calais) a une
plus faible diversité génétique et une plus grande différenciation génétique avec les autres
colonies, ce qui rend cette sous-population plus vulnérable a I'extinction. En |'absence de
toute barriére physique évidente expliquant ces caractéristiques, nos résultats suggérent que

d'autres facteurs, tels qu’un habitat plus défavorable, pourraient limiter les flux de genes.

Dans un deuxieme temps nous avons développé une approche d’étude du régime alimentaire
qui minimise le dérangement des individus tout en évitant le risque de contaminations et
d’assignation a la mauvaise espéce de chauve-souris. Cette approche permet ainsi une
identification simultanée de I'espéce de chauve-souris et ses proies - sans toutefois pénaliser
I"'amplification des proies par une sur-amplification du prédateur — a partir d’échantillons de
guano. Cette approche est faiblement invasive, en particulier comparée au prélévement de
féces lors des captures. Nos résultats ont montré que le choix du/des couple(s) d’amorces
optimales varie selon le type d’échantillonnage et la qualité de I’ADN (Figure 44) et repose sur
un compromis entre la maximisation de la détection des proies, I'identification du prédateur
et les contraintes logistiques: combiner plusieurs couples d’amorces augmente le nombre de
proies détectées mais augmente également le bruit dans les données (taxons mal amplifiés,

résultats peu répétables), ainsi que le colt et le temps de laboratoire et d’analyses.

Enfin, nous avons appliqué une stratégie optimisée de metabarcoding sur les guanos de Grand
rhinolophe pour étudier la plasticité du régime alimentaire de cette espéce en fonction des
sites géographiques et tout au long de la saison de maternité. Le Grand rhinolophe se nourrit
de proies beaucoup plus diverses (terrestre, aquatique, ...) qu’attendu d’apres la littérature,

mais la majorité de celles-ci sont peu occurrentes. Les patrons de variation sont fortement liés
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a la typologie des paysages entourant les colonies. Les espéces les plus fréquemment
détectées sont notamment associées a la présence de haies et de prairies permanentes, et
guelgues-unes aux milieux boisés. Ces éléments du paysage sont donc prioritairement a
conserver pour non seulement assurer un maintien de la connectivité entre colonies et zones
de chasse, mais également pour préserver les ressources clés du Grand rhinolophe. En
I'absence de données sur la disponibilité et la rentabilité des proies présentes dans
I’environnement, nous n’avons toutefois pas pu différencier avec certitude le comportement
sélectif et/ou opportuniste du Grand rhinolophe au cours de la saison de maternité.
Cependant, nos résultats suggérent une plasticité des stratégies de régime alimentaire selon
la qualité du paysage environnant, la phénologie des proies, et les besoins énergétiques et

contraintes de vol du Grand rhinolophe.

‘ Collecte de guano sous la colonie Collecte de guano par capture des individus

DXAMD* ADN dégradé : amplicon court DA ADN non dégradé : amorces dégénérées

Colonie mono-spécifique Colonie mixte
J J v
Identification de I'espéce Nécessité d'une identification Espéce de chauve-souris ¢
de chauve-souris vivement moléculaire de I'espece de chauves- identifiée morphologiquement
recommandée * souris
v {
Couple d’'amorce amplifiant les proies et le prédateur Couple d'amorce amplifiant les proies suffisant

*possible contaminations par des oiseaux, rongeurs, espéces
de chauves-souris non attendue, ...

/) ~

Figure 44. Guide de choix du couple d’amorces pour des analyses de régime alimentaire de chauve-

souris insectivores.
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2. La génétique des populations en biologie de la conservation : une

approche nécessaire mais pas suffisante

Lors de cette these nous avons utilisé des méthodes indirectes de génétique des populations
pour délimiter les unités de gestion et caractériser les processus démographiques qui
régissent le fonctionnement et I’évolution des colonies de Grand rhinolophe, dans I'Ouest de

la France et en limites de distribution.

2.1. Les limites de la génétique des populations pour comprendre le
fonctionnement des populations

2.1.a. Limites liées aux marqueurs microsatellites

Les microsatellites ont longtemps été les marqueurs les plus utilisés pour décrire la variabilité
génétique des populations du fait de leur fort polymorphisme, de leur colt financier
relativement bas et de leur relative simplicité d’analyses (DeFaveri et al. 2013). Dans notre
étude, avec seulement 17 marqueurs microsatellites, notre puissance de détection
d’évenements démographiques récent était cependant limitée pour détecter les signatures
de changements démographiques faibles (ex : ratio taille population actuelle /ancestrale = 10)
et récents (ex : 10 générations) dans les populations de Grand rhinolophe (Leblois et al. 2014).
Une cinquantaine de marqueurs microsatellites permettrait de réduire ce biais et d’obtenir
des inférences plus précises de la taille efficace de la population, de I'ancienneté et de
I'intensité du changement démographique (Leblois et al. 2014). L’avenement des approches
de génomique permet aujourd’hui de dépasser les limites liées au faible nombre de

marqueurs. Le séquencage des génomes de chiropteres permet de détecter une trés
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importante quantité de marqueurs microsatellites pour lesquels il est ensuite possible de
définir des protocoles de génotypage. Une initiative visant a séquencer les génomes de la
guasi-totalité des espéces de chauves-souris vivantes a récemment vu le jour (Bat1K Project ;
Teeling et al. 2018). Le génome du Grand rhinolophe étant déja disponible (GenomeArk —
Vertebrate Genomes Project), nous avons développé une trentaine de nouveaux marqueurs
microsatellites dans le cadre du programme sur le Grand rhinolophe qui permettront de

gagner en puissance et précision pour nos futures inférences démographiques.

Une autre possibilité de développements de marqueurs moléculaires a partir des génomes
séquencés de chiroptéres concerne les polymorphismes de simple base (SNPs ; mutation d'un
nucléotide a une position donnée). Avec I'avénement des NGS il est désormais possible de
séquencer et génotyper simultanément plusieurs milliers de SNPs répartis le long du génome
(Davey et al. 2011). Des études de simulations et empiriques suggérent que des milliers de
SNP sont plus efficaces que des dizaines de microsatellites pour révéler la structure génétique,
particulierement en cas d’admixture (Haasl et Payseur 2011; Vendrami et al. 2017). Rasi¢ et
al. (2014) ont par exemple montré qu’environ 18 000 SNP permettent une bien meilleure
résolution dans la détection de structure génétique sur trois continents différents et des
apparentements a fine échelle du moustique Aedes aegypti qu’avec huit microsatellites. A
I'aide de 13 000 SNPs, Zhao et al. (2013) ont pu fournir un apercu continu de |’histoire
évolutive et de la structure génétique d’une population de pandas en Chine, et montrer que
les perturbations anthropiques récentes sont probablement une des principales raisons du
statut d’espece en danger du panda. Les SNP sont donc des marqueurs attrayants, d’autant
plus qu’ils permettent de combiner des données spatiales et temporelles issues de plusieurs
laboratoires ou séquenceurs (revue dans Helyar et al. 2011). Bien que de nombreuses études

aient montré que les SNPs puissent étre plus performants et précis que les microsatellites en
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terme d’inférences démographiques ou de description de la variabilité génétique (Liu et al.
2005; Muioz et al. 2017), les résultats ne changent pas toujours drastiquement les
interprétations et les conclusions préalablement obtenues avec les marqueurs microsatellites
(McMahon, Teeling, et Hoglund 2014; Lemopoulos et al. 2019). Il existe toutefois plusieurs
limites associées a l'utilisation des SNPs : i) la nécessité d’'un ADN d’excellente qualité
(McMahon, Teeling, et Hoglund 2014; Russello et al. 2015), ii) le biais lié aux SNPs évoluant
sous sélection et le biais d’identification des SNPs (polymorphismes découverts a partir d’'un
échantillon réduit d’individus pas forcément représentatifs des populations ; selon la taille de
I’échantillon seuls les alléles a forte fréquence pourront étre découverts) qui biaisent les
estimations de structure génétique et d’inférence démographiques (Albrechtsen, Nielsen, et
Nielsen 2010; Kuhner et al. 2000; Luikart et al. 2003), iii) I'énorme quantité de données
générées qui nécessite une expertise en bio-informatique et le développement d’algorithmes
permettant d’automatiser leur gestion (McCormack et al. 2013). Le co(t financier peut
également étre un probléme, bien qu’il puisse étre compensé par un nombre plus réduit
d’individus analysés ou un mélange d’individus (McMahon, Teeling, et Hoglund 2014; Helyar

et al. 2011).

2.1.b. Difficultés d’estimation de la taille des populations et des mouvements
individuels

Au-dela de ces questions techniques, une autre limite de la génétique des populations est que
les parametres estimés par cette approche indirecte (taille efficace, flux de génes) ne sont pas
identiques ou simplement reliés aux parametres estimés par les approches directes de suivis

individuels, et requis par les gestionnaires (taille des populations, mouvements d’individus).
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Pour les gestionnaires par exemple, un parameétre démographique trés important est la taille
de la population, c’est-a-dire le nombre d’individus adultes qui la compose (N¢). Or il n’est pas
possible d’estimer directement N. avec des données génétiques. Il est pourtant possible
d’inférer la taille efficace de la population (N.; correspondant au nombre d’individus
participant a la reproduction) a condition de connaitre le taux de mutation de I'espéce. Or
cette donnée est tres rarement connue, et elle ne I'est actuellement pas pour le Grand
rhinolophe. L’estimation de N. est donc biaisée. Dans notre cas si 'on considéere un taux de
mutation u = 1.103 (moyenne géométrique des taux de mutations multiples signalés chez
d'autres mammiféres) - comme utilisé pour la chauve-souris rousse (Lasiurus borealis)
(Munster 2015) - alors on obtient une taille de population effective comprise entre 1150 et
1727 individus participant a la reproduction. Divers facteurs peuvent mener a un Ne plus faible
qgue le N.déterminé chez les chauves-souris, comme la variation du succés de reproduction
entre individus, les générations chevauchantes, les fluctuations de taille de la population
(Vonhof et Russell 2015). Des tentatives ont été faites pour transformer les estimations de Ne
en Nc et pour les mammiféres, le rapport moyen N. / N est de 0,34 (Frankham, 1995). Si nous
appliquons ce rapport moyen (0,34) a nos estimations ponctuelles de Ne, nous obtenons des
estimations de N. comprises entre 3282 a 5079 individus adultes. Ces chiffres sont bien
inférieurs aux estimations réalisées en période estivale en France — 47 600 individus (adultes
et juvéniles ; Coordination Chiroptéres Nationale SFEPM - Vincent, 2014). Il existe un certain
nombre de problemes méthodologiques qui ne permettent pas d’avoir confiance dans cette
estimation (Vonhof et Russell 2015; Luikart et al. 2010). Tout d’abord nous ne savons pas
comment ce ratio moyen des mammiféres peut varier face aux fait que : 1) I'estimation de Ne
par approche de coalescence est biaisée par le taux de mutation et donc toute inexactitude

dans I'estimation du taux de mutation est amplifiée dans le calcul ultérieur de Ne (Ne = 8/4u),
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2) la majorité des estimations proviennent d'organismes dont le cycle de vie est tres différent
de celui des chauves-souris, et nous ne savons pas dans quelle mesure le ratio Ne / Nc pour les
chauves-souris peut varier de la moyenne globale. A ce jour, il est donc nécessaire de
poursuivre les estimations de taille de population N. par les méthodes directes de comptage.
Il pourrait également étre intéressant de collecter les données de N. et N. pour un grand
nombre de colonies de chiroptéres européens, afin d’étudier les variations du ratio Ne / Nc
entre especes et entre colonies d’'une méme espece. Une telle étude permettrait de mieux
estimer la gamme de valeurs possibles du ratio N. / N. mais également d’analyser les facteurs

qui influencent ces variations (traits d’histoire de vie, phylogénie, ...).

De facon similaire, les flux de génes ne renseignent pas directement sur le mouvement net
d’individus entre différents sites. lls correspondent aux mouvements d’individus qui se sont
reproduits avec succes hors de leur lieu de naissance. Ainsi, les données de génétique des
populations ne permettent pas toujours de déterminer précisément les processus sous-
jacents aux patrons de structure génétique détectés. En effet, plusieurs processus
démographiques peuvent parfois mener a un méme patron (Russell, Medellin, et Mccracken
2005). Ainsi, I'absence de structuration génétique de la population Franco-Basque de Grand
rhinolophe pourrait étre liée a la dispersion a grande distance des individus adultes, a de la
dispersion natale (mouvement des juvéniles au cours de leur premiére année, de leur colonie
de naissance a une autre) et / ou aux mouvements d’adultes d’une colonie de maternité a

I'autre entre deux événements de reproduction consécutifs.

Une méthode alternative pour évaluer la dispersion sans capturer directement les individus

est de travailler a partir du guano collecté sous les colonies et d’établir des suivis
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longitudinaux. La méthode génétique non invasive de « capture /recapture » correspond alors
a la détection des génotypes individuels dans le guano, que I'on collecte une premiére fois
avant la naissance des juvéniles pour n'échantillonner que des individus adultes, et une
seconde fois aprés les naissances pendant plusieurs années pour (ré)échantillonner les adultes
et les juvéniles (Jan et al. 2019). Ces données de génétique non-invasives permettent une
distinction de I'dge (adulte, juvénile), des liens de parenté (adulte mere, non-mere, juvénile)
et du sexe (femelle, male) des individus. Elles permettent également d'estimer la survie des
individus et la taille des populations (Puechmaille et Petit 2007; Petit et Valiere 2006; Jan et
al. 2019). Il serait intéressant d’appliquer cette approche non invasive de capture-recapture
sur un échantillonnage a grande échelle du Grand rhinolophe et sur plusieurs années afin de
déterminer l'influence relative des déplacements des juvéniles et des adultes sur la faible
structure génétique observée dans I'Ouest de la France. Cependant, I’ADN contenu dans le
guano est de moins bonne qualité que celui du patagium, ce qui entraine des erreurs de
génotypage plus importantes et nécessite donc de nombreux réplicas de génotypage,
augmentant de fait le co(t et le travail de laboratoire (Boston et al. 2012). Ces co(ts sont
d’autant plus importants que le nombre de marqueurs est grand. Comme il est impossible de
distinguer morphologiquement si les guanos proviennent du méme individu, il faut collecter
et analyser beaucoup d’échantillons pour étre sr d’avoir génotypé assez d’individus
différents par colonie. Par exemple pour I’étude du Chapitre 1 nous avons traité environ 1000
individus (950 conservés pour les analyses) pour un colt de 3.98€/échantillon (de I’extraction
au génotypage), ce qui reviendrait sur du guano a un codt de 11.94€/échantillons a minima
en partant du principe que le multiplexage des 17 microsatellites est possible sur le guano et

que trois réplicas par guano suffisent dans ce cas pour limiter les erreurs de génotypage.
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Une autre stratégie plus applicable a nos données est donc de combiner les résultats de
génétique des populations a des études de suivis individuels par capture-marquage-recapture

des Grands rhinolophes.

2.2. Les suivis individuels, approches complémentaires et indispensables a la

génétique des populations
Les suivis individuels permettent d’acquérir des données importantes sur la dispersion et la
survie des individus (O’Shea, Ellison, et Stanley 2011; Hutterer et al. 2005). Un tel programme
de capture-marquage-recapture (al'aide de transpondeurs < 1.1mm et m = 0.115g) a été initié
en 2015 en Poitou-Charentes puis dans les région voisines pour appréhender la dynamique
des populations et comprendre le fonctionnement des colonies de Grand rhinolophe (ex : taux
de survie, déplacements inter-saisonniers, fidélités aux sites). Les données préliminaires des
3777 individus marqués (2015-2018) montrent que les Grands rhinolophes (adultes et
juvéniles confondus) parcourent des distances entre sites de maternité et d'hiver d'une
moyenne de 41,3 km avec un maximum de 147 km. De plus, les taux de retour des juvéniles
et des femelles de deux ans ou plus sur les colonies de mise bas sont élevés (entre 60% et 80%
des femelles et 30 et 40% des males) (Rapport d'activité 2018-2019, Leuchtmann et al. 2019).
Ceci suggere que la faible différenciation génétique observée entre les colonies de I'Ouest de
la France et du Pays basque espagnol est probablement due a la dispersion a grande distance
des individus et a la dispersion natale. Cependant, en 'absence de connaissances sur la
localisation des sites de reproduction de cette espéce (ou ont lieu les flux de génes), il est
difficile de conclure sur I'influence relative de ces deux processus démographiques. La plupart

des especes de chauves-souris insectivores se réunissent sur des sites a I'automne pour se
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reproduire (sites de swarming) ce qui facilite la localisation et I'étude des individus a cette
période-la. La combinaison de données génétiques (microsatellites) et comportementales
(baguage et radiopistage) a par exemple pu étre utilisée sur le Murin de Bechstein pour
montrer que les flux de génes se produisent principalement en dehors de I'habitat d'été, sur
des sites de swarming (Kerth et Morf 2004; Kerth et Schaik 2012). Or ce comportement n’est
pas connu chez le Grand rhinolophe et complique donc le suivi de la reproduction. Idéalement
I'identification des sites de reproduction pourrait étre effectuée a I'aide d’un émetteur actif,
détectable par un systéme satellite qui retrace la localisation de I'animal sans qu'il soit
nécessaire de le suivre activement (radiopistage) ou de le recapturer passivement
(transpondeur) ou activement (baguage) (Holland et Wikelski 2009). Malheureusement ce
type de suivi n’est pas possible sur des animaux aussi petits que le Grand rhinolophe mais
cette espéce pourrait en revanche dans le futur bénéficier du développement du radiopistage
automatique (Gottwald et al. 2019). Dans I'attente de la mise a disposition d’outils permettant
de cibler les sites de reproduction, puisque des accouplements sont fréquemment observés
pendant la période hivernale (M. Leuchtmann & O. Filippi-Codaccioni, com. pers.), on peut
imaginer que I'absence de structure génétique a une si grande échelle provienne en partie de
la distance parcourue entre gites d’été et gites d’hiver (distance maximale enregistrée a ce

jour grace aux données de transpondage : 147km).

2.3. Application a I’étude des colonies en limites d’aires de répartition

La combinaison d’approches génétique et non génétique serait particulierement utile pour
comprendre pourquoi les colonies en limite Nord d’aire de répartition du Grand rhinolophe

sont plus isolées génétiquement et potentiellement plus vulnérables que celles en cceur d’aire
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de répartition. D’une part il est nécessaire d’élargir I’échantillonnage a plus de colonies pour
déterminer si le patron observé est localisé ou s'il est représentatif de la situation en limite
Nord de l'aire de répartition. Pour cela des échantillons supplémentaires du Nord, Nord-Est
de la France et de I’Allemagne seront analysés dans I’'année a venir et une collaboration avec
les pays limitrophes ou la situation du Grand rhinolophe est critique (Luxembourg, Belgique ;
Kervyn et al. 2009; Pir 2009) sera particulierement pertinente. Les patrons génétiques
observés dans notre étude suggérent des mouvements restreints a une échelle locale qui
défavorisent les flux de génes entre individus de colonies éloignées. Ceci a également été
observé chez le Petit rhinolophe : les capacités de dispersion limitées de cette espéce
impliqguent que la diversité génétique dépend de la connectivité entre populations, et
notamment de I'abondance de I'espéce dans la région avoisinante (Jan 2017). Les populations
les plus isolées de Petit rhinolophe sont donc particulierement fragiles, et présentent des
risques d'extinction élevés a long terme (Jan 2017). Il serait intéressant de marquer
(transpondage) et de suivre les individus de Grand rhinolophe en limite Nord d’aire de
répartition pour mieux comprendre les événements de dispersion entre ces colonies a priori
plus vulnérables et moins connectées que dans le coeur de la population. Des analyses
complémentaires de la connectivité paysagére et des conditions environnementales
permettront également de mieux comprendre ce qui limite ses capacités de déplacement
dans les paysages en limite Nord de l'aire de répartition, tels que les conditions climatiques,
la disponibilité et la qualité des ressources (ex : gites et aires de chasses) (Pinaud et al. 2018;

Jan et al. 2019; Froidevaux et al. 2017).
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3. Déclin, pression de sélection et génomique de |'adaptation

pour la conservation

Ces colonies particulierement isolées et génétiqguement plus pauvres en limite d’aire de
répartition du Grand rhinolophe (ex : colonies du Nord de la France) pourraient étre cruciales
pour les capacités de changements d'aire de répartition de I'espéce, par exemple en réponse
au changement climatique (Gibson, Marel, et Starzomski 2009). Nos travaux, basés sur les
marqueurs microsatellites, se sont uniquement intéressés a la diversité génétique neutre,

c’est-a-dire non soumise a la force évolutive de la sélection.

L’étude de la sélection qui agit sur les colonies de la ‘grande’ population identifiée dans
notre étude pourrait étre compromise du fait des importants flux de génes détectés au sein
de cette population. En revanche, il pourrait étre particulierement intéressant d’analyser les
pressions de sélection qui s’exercent sur les colonies les plus isolées en Nord d’aire de
répartition. L'idéal serait d’effectuer un scan génomique pour chercher des génes sous
sélection dans I'ensemble du génome sans a priori (genome wide scan), cependant cette
méthode d’analyse requiert un génome de référence bien annoté pour pouvoir in fine
déterminer la fonction des genes détectés sous sélection. Or, I'assemblage et I'annotation du
génome du Grand rhinolophe restent malheureusement encore de mauvaise qualité. Ces
approches génomiques sans a priori ne sont donc pas envisagées a I'heure actuelle. Une
alternative intéressante serait de se concentrer sur des génes candidats codant pour des
protéines liées a la réponse aux pressions majeures pouvant affecter les colonies de Grand
rhinolophe. Il semble que le Grand rhinolophe soit particulierement vulnérable aux polluants
d’origine anthropique (ex : pesticides, métaux lourds) de par son régime alimentaire et ses

habitats partagés (gites, zones de chasse) avec I’'humain (Mathews et al. 2018). Des analyses
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comparatives de concentrations d’éléments traces métalliques (ETM) contenus dans les poils
de Grands rhinolophes ont été effectuées en 2017 sur dix colonies de maternité de Poitou-
Charentes (R. Scheiffler, comm. pers.). Bien que certaines concentrations d’ETM au sein de
certaines colonies soient beaucoup plus élevées (ex : environ 27 fois plus de Molybdéne et six
fois plus de Cadmium a Lessac qui est située dans un viaduc routier a fort trafic), les résultats
montrent des concentrations trés faibles pour chaque ETM testé par rapport a d’autres
espéces de chiropteres (Annexe 6). Ces résultats semblent cohérents au regard de
I’environnement peu urbanisé/industrialisé des colonies étudiées. Des analyses similaires
pourraient étre effectuées dans les colonies du Nord de la France et comparées avec celles
des colonies de I'Ouest de la France afin de déterminer I'intérét de chercher des patrons de
sélection associés a la pollution par les métaux. En cas de pollution métallique forte, nous
pourrions par exemple étudier les génes MT-1 et MT-2 codant pour des enzymes appelées
métallothionéines (MTs) impliquées dans la détoxification des polluants métalliques (Pikula et

al. 2010; Roesijadi 1996).

Puisque les insecticides peuvent impacter la physiologie et la survie des chauves-souris (Bayat
et al. 2014; Clark, LaVal, et Swineford 1978; Hooton et al. 2016) il serait pertinent d’évaluer
I'impact des pressions liées a I'application de pesticides, et de rechercher des signatures de
sélection sur les génes codant pour le récepteur cellulaire Aryl hydrocarbone Receptor (AhR)
qui régule des enzymes impliquées dans la détoxification de polluants organiques
(cytochromes P450 ; Whitlock 1986), et qui est connu pour se lier a une variété de substances
chimiques qui entrainent divers troubles de la reproduction et de la santé chez les vertébrés
(ex : anomalies congénitales, neurotoxicité, létalité ; Noguerol et al. 2006; Takeuchi et al.

2008). Une analyse préliminaire des contaminations des Grands rhinolophes par les pesticides

305



n’est cependant a ce jour pas réalisable car ces analyses sont habituellement réalisées a partir
des organes prélevés sur des individus morts (ex: tissus graisseux; Kannan et al. 2010) et
nécessitent donc une mise au point préalable pour étre effectuées sur du matériel biologique

moins invasif tel que du guano.

Enfin, les pesticides peuvent fortement affecter le fonctionnement du systéme immunitaire
des vertébrés (Galloway et Handy 2003). Or les chauves-souris sont de trés importants
réservoirs de pathogenes (Luis et al. 2013). Généralement asymptomatiques, elles peuvent
toutefois subir de fortes mortalités associées a des virus, bactéries ou champignons (ex:
Lyssavirus spp., Borellia spp., Geomyces destructans; Brook et Dobson 2015). La pression de
sélection exercée par de tels pathogenes peut étre extrémement forte, comme reporté pour
le champignon Geomyces destructans qui cause le syndrome du nez blanc entrainant des
mortalités massives de plusieurs espéeces de chauves-souris Nord-Américaines suite a son
introduction depuis I'Europe (Langwig et al. 2017). A ce jour, nous ne disposons que de
données d’ectoparasitisme sur les Grands rhinolophes capturés en Poitou-Charentes. Nous
avons pu collecter des tiques et des dipteres alaires lors des captures. Cependant, les
prévalences de ces ectoparasites sont tres faibles : sur 1072 Grands rhinolophes capturés en
2016, moins d’une trentaine d’individus seulement était infectée par des ectoparasites. Il est
donc peu probable que ces derniers exercent une forte pression de sélection en Poitou-
Charentes, mais il serait intéressant d’avoir de telles données sur les populations du Nord de
la France, et pour d’autres pathogenes. L'application récente des méthodes de séquencage
haut-débit a la description du pathobiome est une perspective possible pour mieux évaluer la
pression parasitaire sur ces colonies de chauve-souris (Razzauti et al. 2015; Galan et al. 2016).
En paralléle, nous pourrions étudier la variabilité génétique de genes codant pour des

molécules impliquées dans I'immunité, telles que le complexe majeur d’histocompatibilité
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classe | et ll, les récepteurs Toll-like ou les interférons (Baker, Schountz, et Wang 2013; Schad

et Voigt 2016; Brook et Dobson 2015).

Enfin, la génétique adaptative est particulierement intéressante pour les gestionnaires qui
souhaitent renforcer des populations en déclin, par exemple pour minimiser le risque de
dépression d’hybride (outbreeding depression) lors des renforcements de population (Funk et
al. 2012; Allendorf, Hohenlohe, et Luikart 2010; McMahon, Teeling, et Hoglund 2014). Au
début des années 2000, une expérience de transfert de onze individus Grands rhinolophes
dans des colonies relictuelles a été réalisée en Suisse, ou cette espece a subi un tres fort déclin,
afin de déterminer si cette approche pourrait accélérer I'expansion de la population et
favoriser l'atténuation des symptoémes typiques des petites populations (Weinberg,
Bontadina, et Arlettaz 2009). Quel que soit I'age et le sexe, I'ensemble des individus transférés
a environ 18km sont immédiatement retournés dans leur colonie initiale ou sont morts, tandis
qgue les deux individus transférés a plus de 148km ont été observés autour de leur nouvelle
colonie pendant deux ans apres leur transfert. Le fait que le transfert d’'un des deux individus
déplacés a longue distance ait abouti a une installation a moyen terme et méme a une
tentative de reproduction (mort de I'embryon) montre que les Grands rhinolophes sont
capables de trouver des zones de chasse et des gites d’hibernation dans un environnement
pratiguement totalement inconnu, et qu’ils sont acceptés par les colonies. Cependant, en
raison du trés faible effort d’échantillonnage de cette étude et en I'absence de connaissances
a plus long terme des risques pour les individus transférés, ces résultats nécessitent
confirmation avant d’envisager I'application de tels transferts d’individus dans des
programmes de conservation. Il est notamment primordial de déterminer si I'installation est

pérenne, d’évaluer la valeur sélective (survie, reproduction) des individus transférés, la valeur
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sélective des individus issus de la reproduction entre les individus transférés et locaux, et

d’analyser I'influence de facteurs génétiques dans le succes du transfert réalisé.

Parmi les déterminants importants de la valeur sélective des individus, le régime alimentaire
peut avoir un réle majeur, notamment car la quantité et la qualité des ressources ingérées
affectent de nombreux traits d’histoire de vie tel que la croissance, la reproduction,
I'immunité (Perrig et al. 2017; Yuan et al. 2018; Brodmann et al. 1997; Andersen, Faergvig, et
Hessen 2007; Arnott, Brand, et Kos 1986; Pap et al. 2009). Or le régime alimentaire peut étre
fortement impacté par les pressions anthropiques, comme l'utilisation des pesticides qui va
contaminer et réduire la quantité des arthropodes disponible pour les insectivores (Hallmann
et al. 2017; Desneux, Decourtye, et Delpuech 2007). C'est donc un trait au coeur de
I’adaptation qui implique des évolutions morphologiques (ex : nombre de papilles linguales,
glande salivaire ; Abumandour et El-Bakary 2013; Phillips et al. 2014) ou métagénomique (ex :
microbiome ; Phillips et al. 2017; Carrillo-Araujo et al. 2015). Avant de pouvoir étudier le
régime alimentaire des chauves-souris insectivores et de potentielles adaptations en lien avec
les pressions anthropiques il est donc important d’avoir une connaissance profonde du régime

alimentaire.

4. Le régime alimentaire, un trait écologique complexe

4.1. Mieux décrire la plasticité du régime alimentaire

Le régime alimentaire est décrit par plusieurs aspects : la diversité alimentaire (nombre
d’espéces de proies différentes consommeées), la composition (identité des especes de proies

consommeées) et la contribution de chaque proie au régime alimentaire (quantification) (Klare,
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Kamler, et Macdonald 2011). La vision du régime alimentaire des chiropteres pourrait avoir
été fortement limitée par les limites méthodologiques des approches morphologiques
(Nielsen et al. 2018). Bien que les analyses moléculaires aient permis de mieux décrire la
diversité et la composition du régime alimentaire de certaines espéces de chiroptére, elles
restent contraintes par deux composantes majeures. Premieérement, l'identification des
proies est encore fortement dépendante des bases de données de références, mais cette
limite peut étre atténuée par la construction d’une base de référence « maison » en amont de
I’étude de metabarcoding (McClenaghan, Nol, et Kerr 2019; Sow et al. 2018). Deuxiemement,
il est a ce jour encore impossible de quantifier le régime alimentaire (Alberdi et al. 2019;
Elbrecht et Leese 2015; Pifol et al. 2015). Par exemple a cause des différences de digestibilité
et de taille entre les proies qui font varier la quantité d’ADN de chacune des proies dans le
guano. De plus ces différences de quantité d’ADN ne restent pas constantes au cours du
processus de biologie moléculaire a cause des préférences d’amplification par les amorces
(certaines proies amplifient beaucoup mieux que d’autres). Ainsi on ne peut pas établir une
variation linéaire entre la quantité d’ADN initiale et le nombre final de séquences de chaque
proie dans un échantillon (Alberdi et al. 2018; Alberdi, Aizpurua, et al. 2019). Pourtant la
guantification des proies dans le régime alimentaire du Grand rhinolophe permettrait de
mieux évaluer le comportement de sélectivité/opportunisme en reflétant le nombre, la

biomasse ou le contenu énergétique associé aux proies ingérées.

De plus, de nombreuses études de régime alimentaire des chiroptéres insectivores reposent
sur une unique date ou année d’échantillonnage. Or les travaux réalisés sur la Sérotine brune
(Eptesicus fuscus) ont démontré une trés forte variation du régime alimentaire d'une année a
I'autre (2008-2011) : les dipteres qui représentaient la moitié des proies début 2008 se sont

raréfiés tout au long de I'année, tandis que la tendance inverse s'est produite en 2011 (Clare,
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Symondson, et Fenton 2014). Il est donc important de développer des recherches basées sur
plusieurs échantillonnages au cours de I'année, pendant plusieurs années, pour avoir une

image plus compléte de la plasticité du régime alimentaire des chiroptéres insectivores.

Si la composante temporelle du régime alimentaire est primordiale, il n’en faut pas moins
négliger la composante spatiale (Clare et al. 2011). D’aprés Alberdi, Razgour, et al. (2019), la
plasticité et la richesse du régime alimentaire influenceraient I'aire de répartition des espéces
européennes de chiropteres. Afin de mieux comprendre la plasticité du régime alimentaire et
les facteurs qui influencent cette derniere, il est donc primordial de réaliser des études a des
échelles spatiales fine et large (ex: Europe, Aizpurua et al. 2018). Jan et al. (2019) ont
notamment montré que le taux de croissance moyen plus élevé de la population de Petit
rhinolophe en expansion au Nord de son aire de répartition résulterait d’une acquisition plus
importante de ressources. Il serait donc tres intéressant de réaliser les analyses de diversité,
composition et plasticité du régime alimentaire dans les colonies de la limite Nord de 'aire de
répartition du Grand rhinolophe étudiées dans cette thése : ces colonies pourraient montrer
une diversité et une plasticité de régime alimentaire réduites qui limitent la valeur sélective

des individus.

4.2. Comparer la plasticité du régime alimentaire des chiropteres généralistes et
spécialistes
Une alternative pour analyser la plasticité du régime alimentaire, ses déterminants et ses
conséquences chez les espéces de chiropteres insectivores est de comparer des espéces
sympatriques - c’est a dire qui partagent le méme habitat - généralistes (supposés plastiques)

versus spécialistes (supposés peu plastiques). Un bon modéle pour cela correspond au couple
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Grand rhinolophe / Murin a oreilles échancrées. Ces deux espéces sont connues pour partager
leur gite de maternité (69% des colonies de maternité connues sont mixtes en Poitou-
Charentes) et leurs zones de chasse préférentielles (Dietz, Pir, et Hillen 2013a). Le Grand
rhinolophe est considéré comme généraliste tandis que le Murin a oreilles échancrées est
considéré comme spécialiste. En effet, les analyses morphologiques indiquent que ce dernier
se nourrit majoritairement d’araignées (Kervyn et al. 2012) et que ces derniéres constituent
jusqu'a 80% de son régime alimentaire (Goiti et al. 2011). Il serait donc intéressant de valider
par des approches moléculaires de metabarcoding si les espéces supposées spécialistes
comme M. emarginatus le sont réellement, et d’évaluer quelle est la gamme de leur niche
trophique. Dans notre cas, la comparaison des deux espéces R. ferrumequinum et M.
emarginatus est d’autant plus pertinente que leurs tendances démographiques sont trés
différentes en Poitou-Charentes : d’aprés les données de comptage de I'association Poitou-
Charentes Nature, le Grand rhinolophe montre une tres légere augmentation des effectifs
depuis les années 90 (+18% des effectifs en 25 ans ; accroissement annuel moyen de 0.8% *
0.29) tandis que le Murin a oreilles échancrées montre une tres forte croissance
démographique (+160% des effectifs en 25 ans ; accroissement annuel moyen de 5.2% + 0.54)
(Rapport d’activités 2019 - Phase 3/3 ; Leuchtmann et al. 2019). Nous avons donc réalisé une
analyse moléculaire préliminaire du régime alimentaire du Murin a oreilles échancrées pour
les colonies mixtes avec le Grand rhinolophe en Poitou-Charentes (Annexe 7). Nos résultats
préliminaires montrent une trés forte diversité de proies du Murin a oreilles échancrées
(jusgu’a 14 ordres, presque 300 espéeces) dont de trés nombreuses proies peu occurrentes,
ainsi qu’un fort degré de variabilité spatiale et saisonniere avec des diptéres et des
|épidopteres qui peuvent constituer presque 3/4 des occurrences de proies. Ces résultats sont

parfaitement en accord avec I’étude récente de Vallejo et al. (2019) qui a réalisé des analyses
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moléculaires du régime alimentaire de cette espece dans plusieurs colonies au cours de la
saison de maternité dans la péninsule ibérique. La différence observée avec les études
précédentes basées sur la microscopie pourrait provenir d’'une sous-représentation des restes
de dipteres dans les guanos, plus petits et moins chitinisés que les araignées et donc plus

fortement dégradés que celles-ci.

La forte diversité observée par les analyses moléculaires du Grand rhinolophe et du Murin a
oreilles échancrées suggere que la catégorisation des especes de chiroptéeres insectivores en
« spécialiste » versus « généraliste » reste délicate. Un fort niveau de plasticité du régime
alimentaire est suggéré chez ces deux especes de chauves-souris, avec des variabilités
spatiales et temporelles importantes de la composition du régime alimentaire. Cependant, les
patrons observés ne sont pas forcément congruents pour les deux especes. Ainsi par exemple,
la diversité des proies ingérées est plus importante a Annepont pour M. emarginatus tandis
gu’elle y était plus faible pour R. ferrumequinum, mais un pic de diversité des proies ingérées
est détecté en juillet a Annepont pour les deux espéeces de chiroptéres. La largeur de la niche
trophique observée a un temps donné dépend de nombreux facteurs, dont la présence et la
disponibilité des proies et la coexistence avec les autres espéces de chauves-souris (Lewanzik,
Sundaramurthy, et Goerlitz 2019; Culina et Garroway 2019; Arrizabalaga-Escudero et al.
2018). Il serait donc pertinent de reproduire ces analyses comparatives de régime alimentaire
sur plusieurs années pour valider les patrons observés entre colonies et au cours de la saison
de maternité. (Mellanby et Gardiner 1939; Jonason, Franzén, et Ranius 2014; Holyoak, Jarosik,
et Novak 1997). En parallele, il sera important de mettre en place des suivis individuels
également sur les Murins a oreilles échancrées, afin de caractériser leurs comportements et
zones de chasse, et de relier ces caractéristiques avec les stratégies possibles d’opportunisme

et de sélectivité de proies. A terme, I'analyse comparative du régime alimentaire de ces deux
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especes, mise en regard avec I'étude de la valeur sélective des individus et la santé des
colonies, permettra de mieux comprendre l'influence de la plasticité du régime alimentaire

sur la démographie observée de ces chiroptéres en Poitou-Charentes.

4.3. Développer les approches (semi) expérimentales pour les études de régime

alimentaire
De nombreuses études acoustiques ont montré que l'activité des chauves-souris et
I'abondance des arthropodes sont influencées par les pratiques agricoles. Notamment il
ressort de ces travaux que ces taxons sont plus abondants dans les systemes d’agriculture
biologique et/ou non intensifs qui préservent les éléments (semi)naturels du paysage tels que
les haies (Olimpi et Philpott 2018; Wickramasinghe et al. 2003; 2004; Put, Mitchell, et Fahrig
2018; Barré et al. 2018). Il pourrait donc étre intéressant de se placer dans des contextes de
changements agricoles pour valider (semi) expérimentalement par des suivis longitudinaux
I’effet de la pression anthropique sur la plasticité du régime alimentaire du Grand rhinolophe
et la valeur sélective des individus. Dans le cas d’une transformation d’une culture
conventionnelle vers I'agriculture biologique ou des pratiques agro-écologiques, nous nous
attendons a une activité de chasse plus importante et un régime alimentaire plus diversifié si
le comportement de chasse opportuniste prédomine, ou concentré sur des especes de proies
de meilleure qualité si I'environnement favorable induit un comportement de sélection forte
des proies. Différentes situations anthropiques (changements de paysage et de pratiques
agricoles) pourraient étre mises a profit pour valider expérimentalement ces relations entre
richesse des proies dans |’habitat, pourcentage d’habitats favorables et comportements de

nutrition du Grand rhinolophe. Il serait alors intéressant, in fine, d’évaluer les effets de ces
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comportements sur la valeur sélective des individus et d’affiner les conclusions sur

I'importance de divers éléments paysagers pour la conservation de cette espéce.

Enfin, comme cela a déja été montré chez plusieurs espéces de chiropteres insectivores (ex:
Aizpurua et al. 2018; Baroja et al. 2019; Charbonnier et al. 2014), le Grand rhinolophe
consomme de nombreuses espéces de ravageurs. Cette information forte pour encourager la
préservation de cette espece auprés des agriculteurs, n’est toutefois que partielle puisqu’elle
ne révele que la présence et non I'abondance de ces ravageurs dans le régime alimentaire
(Weier et al. 2019). Du fait des biais associés a 'approche moléculaire, il est impossible de
guantifier la pression de controle du Grand rhinolophe sur ces espéces dites nuisibles (nombre
ou biomasse d’individus ingérés inconnus). Pour pallier a cela, il est possible d’avoir recours a
des approches expérimentales et notamment d’exclusion de prédateurs : a I'aide de filets
posés la nuit, on exclut les chauves-souris d’une zone et on regarde si la culture est plus
ravagée qu’une culture dans laquelle les chauves-souris chassent (Maas et al. 2019). Maas,
Clough, et Tscharntke (2013) ont par exemple montré que I'exclusion des oiseaux (jour) et des
chauve-souris (nuit) augmente I'abondance des insectes herbivores, affecte négativement le
développement des fruits et le rendement de la production de cacao (perte de 31%). Nous
avons détecté dans notre jeu de données plusieurs ravageurs du pommier dans les guanos
tels que Malacosoma neustria (38 occurrences), Euproctis chrysorrhea (29 occurrences),
Archips podana (22 occurrences), Pandemis heparana (12 occurrences), Hedya nubiferana
(sept occurrences) et Zeuzara pyrina (une occurrence). Dans le cas du Grand rhinolophe nous
pourrions donc imaginer une étude pilote sur les vergers a proximité de la colonie d’Allonne

pour évaluer la pression de contréle exercée par ce chiroptére sur les ravageurs du pommier.
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Nous nous attendons a ce qu’une exclusion du Grand rhinolophe entraine de plus fort dégats
des vergers que dans un verger contréle (sans exclusion). Si tel est le cas, le Grand rhinolophe
effectuerait une pression de controéle, si tel n’est pas le cas la présence de ces ravageurs dans
les guanos témoignerait d’une ressource opportuniste. Une limite majeure réside dans le fait
gue cette expérimentation entraine une exclusion de toutes les espéces de chauves-souris et
pas seulement du Grand rhinolophe. Un enregistrement acoustique des chauves-souris a
proximité du verger devrait permettre d’identifier les espéces de chauves-souris chassant

dans cette zone pour déterminer 'ampleur de ce biais (Jay et Ricard 2018).

5. Conclusion générale

Cette thése a montré que d’un point de vue éco-évolutif, la population de Grand rhinolophe
en France n’est pas menacée, de par sa grande taille et sa variabilité génétique élevée. Nos
résultats ont montré qu’il est désormais nécessaire de réfléchir la conservation de cette
espece a grande échelle (nationale a minima) mais également qu’il est primordial de
poursuivre les suivis individuels et locaux, notamment en bordure d’aire de répartition car les
colonies pourraient y étre plus a risque. Bien que le paysage ne semble pas limiter la dispersion
de cette espéce, nous avons mis en évidence un fort effet de ce dernier sur son régime
alimentaire ce qui nous a permis d’identifier des éléments clés du paysage a préserver (haie,
prairies permanentes). Ce travail qui a réuni de nombreux partenaires aux compétences
complémentaires - laboratoires de recherches, associations naturalistes et bénévoles
d’amateurs a experts - illustre parfaitement le caractere multidisciplinaire de la biologie de la
conservation et ouvre de nombreuses pistes de recherche et collaborations futures pour

mieux comprendre les patrons observés. L'implication d’un plus large public, par exemple au
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travers des sciences participatives, pourrait permettre de faire face aux défis logistiques posés
par ces perspectives (notamment pour les échantillonnages tels que les piégeages d’insectes

ou la collecte de guanos avec la formation adéquate auprés des experts).
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Annexe 6. Résultats des analyses en éléments traces métalliques (ETM)

dans les poils de Grand rhinolophe en Poitou-Charentes.

L’ensemble des figures et tableaux présentés dans cette annexe est directement issu du

rapport d’activités - Phase 3/3 de Juin 2019 (Leuchtmann et al. 2019).
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Figure S1. Localisation des 10 colonies dont les préléevements de poils ont été étudiés pour I'étude
écotoxicologique. La colonie notée par erreur en 2016 Saint-Loup-sur-Thouet correspond a la colonie de Saint-

Loup-Lamairé.
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Tableau S6. Concentration en Eléments Traces Métalliques (ETMs) dans les poils des Grands rhinolophes des 10 colonies

échantillonnées.

Nom échantibon Mo (gL} [Min (uafe) [Fe (uart) [Fe (uarel [Wifuert) [Ni(uafe) [Cu fue/t) [Cu fue/e) [Zn (pe/t) [2n (ug/e) [Mo g/} [Wo (ua/e) [Cd (ua/t) [cd (ua/a) [P (ug/U) [Ph (ug/s)
2016 FENIQLY FR 0502 0436 3544 30,76 0,067 0,058 2.7 B, 75 95,77 IBG-_,H 0,805 0,699 0,005 0,005 1,59 1,72
16 AIRVALLT 0310 0,506 18591 30,89 0,215 0,351 4,97 811 505D IE‘T.JH. 0,551 0,852 0,005 0,008 0,25 042
EAINTRAY 348 0,380 2103 1154 (0,256 (L2743 6,% 7,59 8713 |95,{l4 0,575 0,632 1,004 0,004 0,37 0,41
LE PIM 0,306 0,386 18,74 23,64 0,083 0,105 5,97 7,53 74,05 IELI!D 0,721 0,911 0,004 0,005 0,35 0,44
FAYE L'ABESSE 0265 0,276 25,28 2588 (.138 0,141 6,95 712 85,66 |H-?,EE 0,815 0,835 0,005 0,005 0,59 1,60
CHAPELLE 5T ETIEMNE |0 326 0,423 22,64 29,33 0,113 0,145 5,73 742 75,05 IET.Z! 0,622 0,805 0,006 0,008 0,31 0,41
LE BUSSEAL 0297 10,358 1883 25,15 0177 01,235 661 152 Gk2 |HB,59 0,536 0,719 1,004 0,006 0,30 1,40
ST LOUR/ THOUET 0367 0,591 19,78 31,50 0,686 1,107 4,57 7a7 SE,05 I!'3.53 0,494 0,737 0,012 0,012 0,55 0,89
ALLONME-FR 1,522 0,513 3586 35,18 0,194 (1,155 768 7,53 94,25 |92;'1'-' 0,914 0,897 0,008 0007 0,75 0,73
LESSAL 0,524 0,575 45,13 52,86 0,078 0,085 6,45 7,08 TEE3 BE,59 24,500 26,311 \0,077 0,085 0,65 0,71
Moyenne 0,448 30,86 0,27 740 91,62 341 0,015 0,67
Ecii-Type 0,058 867 0,31 0,36 4,73 826 0,025 041
Pdediane 0,429 30,05 0,17 747 52,94 082 0007 0,532

En arange = concentrotions supérieurnes & cells des autres colomies.

Tableau S5. Comparaison des concentrations en Eléments Traces Métalliques (ETMs) dans les poils de chauves-souris

dans la bibliographie avec notre étude.

Rhinaiophus 0,015£0,025 7,440,4 0,4580,10  0,67¢0,41 9285  Présente
Jerrumaguinurm 0,007 15 0,43 0,52 o3 “tude
Myotis bechsteini 0,21 a1 39422 514 103 Allernagne, pop.
M. daubentond 0,02 T 23117 426 129
Flache st al, stables, adultes,
M. myotis 0,28 1 66420 0,38 8% paysage
20152 ) .
fus diversifié lagric.,
p' e 'E'r 0,81 6 27436 34 383 urb., forest.)
Allermagne,
Nyctalus noctula 0,16 123 83,7 114 17 Hacheetal. o 180000
2015b
hab.}
P pigistreilus 0,25 17 Nonmesuré 19 260 m‘m““ Allermagne
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Annexe 7. Analyse spatio-temporelle du régime alimentaire du Murin a

oreilles échancrées (Myotis emarginatus).

Ces analyses ont été réalisée par Marine Trillat pour son stage de master 2 IEGB (Montpellier)
dans le cadre des Equipes de Recherche Junior 2018-2019 du LabEx ceMEB (soutien financier
pour créer et gérer une petite équipe doctorant/stagiaire sur un axe de travail en lien avec le
sujet de theése). L'ensemble des éléments présentés dans cette Annexe est directement extrait

de son rapport de stage.
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INTRODUCTION

Les chauves-souris, uniques mammiferes volants, comptent plus d’un millier d’especes (Voigt
et Kingston 2016). Elles représentent ainsi a elles seules plus d’1/5 des mammiféeres
actuellement décrits. (Mickleburgh, Hutson, et Racey 2002; Hutson, Mickleburgh, et Racey
2001). Leur role est essentiel pour la biodiversité de nombreux écosystemes : pollinisation,
dispersion des graines en milieu néotropical (Voigt et Kingston 2016), suppression des
ravageurs (Maine et Boyles 2015). Pour les espéces métropolitaines, le cycle biologique
complexe est découpé en une premiere phase active et une deuxieme d’hibernation, ce qui
implique des changements d’habitats plusieurs fois par an. Ainsi, au cours des saisons elles
fréquentent des gites d’hiver pour I'hibernation, les gites de transit, les gites d’été dits de
« parturition » ol se déroulent la mise-bas et I'élevage des jeunes mais aussi des zones de
chasses associées a chaque gite (Figure 2). Les préférences en termes d’habitats different
selon les espéces et sont liées a leur cycle biologique, aux stratégies de chasse, de vol et a
leurs besoins alimentaires (Arthur et Lemaire 2015). M. emarginatus et R. ferrumequinum sont
deux especes synanthropes qui partagent régulierement les colonies de parturition, de transit
et d’hibernation mais possedent un régime alimentaire distinct. En effet, contrairement a la
majorité des especes européennes aux préférences de proies plus flexibles, le Murin a oreilles
échancrées s’alimente principalement d’arachnides dit « orbitéles »* de la famille des
Araneidae, qu’il préléve sur leurs toiles et de diptéres du genre Musca (Prévost et Gailledrat
2011;Arthur et Lemaire 2015;Goiti et al. 2011 ; Beck 1995 ; Kervyn et al. 2012). Le Grand
rhinolophe est plus généraliste et se nourrit principalement de |épidoptéeres et coléoptéres

gu’il chasse a I'aff(it (Jones 1990, Alberdi et al. 2019, Flanders et al. 2009). Les deux espéces

1 Orbitéle : terme de zoologie qui regroupe les araignées qui tissent une toile verticale composée de cercles
concentriques. (Toutes les araignées ne tissent pas de toiles)
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ont un régime alimentaire si différent que leur niche écologique ne se chevauche pas, elles
n’entrent donc pas en compétition sur leurs zones de chasse (Dietz, Pir, et Hillen 2013). En
raison des statuts de protection dont elles bénéficient en France (Figure 3) et étant donné les
surfaces importantes et habitats variés nécessaires a leur cycle biologique, les efforts de
préservation des chauves-souris peuvent contribuer a la protection de nombreux autres
corteges d’especes. Les chiropteres sont donc considérés comme des espéces « parapluie »
(Tapiero 2017). La réalisation d’inventaires et de suivis écologiques sur un complexe d’especes
parapluie peut permettre de caractériser et délimiter des zones d’intéréts ou de protection, a
moindres co(ts. Se concentrer sur certaines especes peut représenter un gain de temps en
limitant I'effort d’échantillonnage et de suivi. Dans le cadre de diagnostic ou de gestion
d’espaces naturels, les chiropteres présentent donc un intérét grandissant (Fleishman,

Murphy, et Brussard 2000 ; Roberge et Angelstam 2004).
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e Automne: Transit vers les gites d’hiver et
accouplements

e Hivers : Hibernation

e Printemps: Reconstitution des réserves, Transit
printanier, début de gestation

e [Eté : Mise bas et élevage des jeunes dans les colonies de

o _/

Figure 2 : Cycle de vie des chauves-souris. ©Blondeau Lysandre

Convention
de Bonn

+ 23/06/1979: Traité international sur la conservation des espéces migratrices appartenant a la faune sauvage
« L'annexe II contient la liste des espéces migratrices dont 1’état de conservation est défavorable

Convention
de Berne

+19/09/1979: Traité international qui a pour but d'assurer la conservation de la vie sauvage et du milieu naturel de I'Europe par une
coopération entre les Etats entrée en vigueur le ler juin 1982
«L’annexes: II : contient la liste des especes de faune strictement protégées

« Mesure prise afin de promouvoir la protection et la gestion des espaces naturels & valeur patrimoniale que comportent ses Etats
membres, dans le respect des exigences économiques, sociales et culturelles.

«L'annexe 11 fixe la liste des espéeces (animales et végétales) d'intérét communautaire dont la conservation nécessite la
désignation de Zones Spéciales de Conservation. Leur habitat doit étre protégé sur ces zones (que cet habitat soit d'intérét
communautaire ou non).

- L'annexe IV fixe la liste des espéces (animales et végétales) qui nécessitent une protection stricte sur I'ensemble du territoire
européen. La plupart des espéces inscrites a cette annexe sont déja protégées par la loi frangaise

Accord
Eurobat

Lois

Nationales

*4/12/1991: Cet accord protége toutes les espéces de chauves souris d'Europe. Les obligations pour les Etats signataires sont les
suivantes : interdire la destruction, la détention et la capture de chauve souris , inventorier et protéger les sites les plus importants
particulierement les zones de chasse et s'efforcer de remplacer les pesticides et les produits chimiques de traitement du bois
hautement toxiques par des substituts moins dangereux.

« Loi de protection de la nature de 1976 : Toutes les especes de chauves-souris présentes en France sont protégées.

« Arrété ministériel du 23 Avril 2007 (Modifié le 15/09/2012) : Sont interdits sur tout le territoire métropolitain et en tout temps :
la destruction, la mutilation, la capture ou I’enlévement, la perturbation intentionnelle des chauves-souris dans le milieu naturel,
le transport, la naturalisation, le colportage, la mise en vente, la vente ou I’achat, 1’utilisation commerciale ou non des
chiroptéres. Sur les parties du territoire métropolitain ou I’espéce est présente, ainsi que dans I’aire de déplacement naturel des
noyaux de populations existants, sont interdits la destruction, I’altération ou la dégradation des sites de reproduction et des aires
de repos des animaux.

Listes
rouges

«La liste rouge de I'UICN (Union internationale pour la conservation de la nature ; en anglais IUCN2 Red List), créée en 1964,
constitue l'inventaire mondial le plus complet de I'état de conservation global des espéces végétales et animales. Elle se présente
sous la forme d'une base de données en ligne réguliérement actualisée, exposant la situation de plus de 96 900 espéces (version
20183) sur les 1,8 million d'espéces connues.

IUCN

Figure 3 : Récapitulatif des conventions et lois protégeant les chauves-souris en France, au niveau international,

européen et national. Précisions supplémentaires sur les annexes concernant le Murin a oreilles échancrées ainsi

gue le Grand Rhinolophe. (Réalisé par Marine Trillat Mars 2019)



Pourtant, les populations de chiroptéres sont aujourd’hui menacées. Leur cycle
biologique particulier induit un faible taux de renouvellement des populations et les rend
particulierement sensibles a certaines perturbations liées directement ou indirectement a
I’'anthropisation des milieux (MacArthur et Wilson 1967 ; Arthur et Lemaire 2015). Or selon
I"IPBES?, les trois-quarts de I'environnement terrestre ont été significativement modifiés par
I'action humaine (Diaz et al. 2019). La figure 4 met en lumiére les principales menaces a
I'origine des déclins d’effectifs pour les chauves-souris francaises. Parmi celles-ci,
I'aménagement du territoire et les pratiques agricoles jouent un role important. En effet
I’étalement urbain réduit le territoire de chasse des espéces lucifuges et de milieux forestiers
(Jung et Threlfall 2016). L'augmentation de la distance gite / zone de chasse liée a la pollution
lumineuse impacte la condition physique et le succes reproducteur de ces animaux (Azam et
al. 2018 ; Azam et al. 2015). Par exemple, la sortie de gite des colonies maternelles de M.
emarginatus est retardée par les éclairages artificiels. Or une période de chasse écourtée pour
les meres allaitantes ralentit la prise de masse des juvéniles et peut impacter la survie des

jeunes et de la mére durant I’hibernation. (Boldogh, Dobrosi, et Samu 2007).

Le développement des axes routiers est également une menace : il fragmente les habitats et
corridors et induit un risque de mortalité élevé par collision (Fensome et Mathews 2016). Les
axes routiers peuvent aussi créer des nuisances sonores qui, en se superposant aux émissions
d’ultrasons de certaines especes, compliquent leurs chasses et réduisent leur taux de proies
capturées (Jones 2008). L'intensification des pratiques agricoles exerce également une
pression importante sur les populations de chiroptéeres. Les « linéaires » comme les taillis et

les haies, bordures typiques des bocages, se font de plus en plus rares. Pour les chiropteres,

2 |PBES : Intergovernmental Science-Policy Platform on Biodiversity and Ecosystem Services
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ces linéaires représentent des connexions essentielles a leurs déplacements dans le paysage,
en les aidant a mieux se repérer dans |'espace et en créant des repéres entre le gite et les
zones de chasse (Mickleburgh, Hutson, et Racey 2002). L’utilisation massive de pesticides liée
a l'intensification des pratiques agricoles impacte aussi la valeur sélective des chauves-souris

insectivores, notamment en réduisant le nombre de proies disponibles (Park 2015).

Principales menaces observées chez les 32 espéces de chauves-souris menacées (CR, EN, VU) ou

quasi menacées (NT) et non menacées (LC)
Remarque : une espéce peut Etre affectée por plusieurs menaces

il

Aménagement du territoire, urbanisation ]

TS

e e

Pratigues agricoles (gestion et pesticides)

LTI EESLEE

S o

Perturbation des gites en éléments batis
Perturbation des gites souterrains et rupestres
Parcs éoliens

Gestion forestiére

Perturbation des gites arboricoles

Pollution lumineuse

Principales menaces

Gestion des milieux aguatiques (drainage et...

Infrastructures de transport

Prédation par le Chat domestigue e

Epizooties -
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Nombre d'espéces

B Especes menaceées (CR, EN, VU) ou guasi menacées (NT) Espe&ces non menacees (LC)

Figure 45: Principales menaces observées chez les chauves-souris en France d’aprés le rapport

d’évaluation des listes rouges frangaises (MNHN et al. 2018)
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Dans le monde, 185 especes de chauves-souris sont considérées menacées et catégorisées
soit en danger critique d'extinction « CR », en danger « EN » ou vulnérables « VU » (Figure 5 ;
IUCN Red List 2018). A I’échelle francaise, environ la moitié des espéces de chiroptéres sont
classées dans la catégorie « menacée » ou « quasi menacée » (Figure 6; IUCN France et al.
2017). Poursuivre les actions de conservation est donc un enjeu prioritaire. Dans certains cas,
les mesures réglementaires européennes ont permis d’améliorer la situation de certaines
espéces de chiropteres, comme le Rhinolophe euryale (Rhinolophus euryale) et le Grand
Rhinolophe R. ferrumequinum. En effet, entre 2009 et 2017, leur statut est passé de « espece
guasi menacée » (NT) a « préoccupation mineure (LC) », statut pour lequel le risque de
disparition en France métropolitaine est faible (MNHN et al. 2018 ; IUCN France et al. 2017).
Ces deux espéces DH23 sont dites « d’intérét communautaire » et « espéces prioritaires » pour
le plan national d’actions en faveur des chiroptéres (2016-2025). Par définition une espece
d’intérét communautaire nécessite la désignation de zones spéciales de conservation (ZSC)*
qui dans ce cas ont permis le rétablissement des populations grace a la protection des gites et

un meilleur suivi des colonies.

Malheureusement, les données concernant les chiroptéres (biologie, démographie des
populations) restent encore aujourd’hui lacunaires. A I’échelle mondiale, 18% des especes de
chiroptéres sont classées dans la catégorie de I'lUCN> « données insuffisantes » (Figure 5),

catégorie pour laquelle la communauté scientifique ne dispose pas d’assez de données pour

3 DH2 : espéces inscrites a 'annexe 2 de la DHFF (Directive Habitat-Faune-Flore) Directive 92/43/CEE du Conseil, du 21 mai
1992, concernant la conservation des habitats naturels ainsi que de la faune et de la flore sauvages (JO L 206 du 22.7.1992,
p. 7-50)

4 Une ZSC est un site d'importance communautaire désigné par les pays de I'UE ol sont appliquées les mesures de
conservation nécessaires au maintien ou au rétablissement, dans un état de conservation favorable, des habitats naturels
et/ou des populations des espéces pour lesquels le site est désigné

5 [UCN : Union Internationale pour la Conservation de la Nature : Principale organisation non gouvernementale mondiale
consacrée a la conservation de la nature
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évaluer le risque d’extinction en fonction de la distribution et/ou de I'état des populations
concernées (IUCN Red List 2017; IUCN Red List 2018). Cependant il est communément admis
chez les chiroptérologues que le manque d’informations sur la biologie des chiroptéres et
notamment sur la dynamique de leurs populations, peut biaiser les prises de décisions dans le
cadre de 'aménagement du territoire. Les tendances démographiques des populations ne
sont toujours pas connues pour 22 espeéces sur les 35 vivant sur le territoire national (IUCN
France et al. 2017). Le risque d’extinction d’'une espéce de chiroptére doit également prendre
en compte plusieurs facteurs démographiques complexes comme la taille de l'aire de
répartition, la structure génétique des populations et I'aptitude a la dispersion (Boyles et

Storm 2007).
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LaListe rouge des espéces menacées en France — Chapitre Mammiféres de France métropolitaine.
Paris, France.

Figure 6 : Statut des espéces de chiropteres a I’échelle nationale d’aprés les données de la liste rouge de

I"lUCN France 2017. Sp= espece. Réalisé par M.Trillat, Mars 2019.
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Connaitre le régime alimentaire d’'une espece et son implication dans les réseaux
trophiques est également fondamental dans un objectif de conservation et de gestion. L’étude
du régime alimentaire permet d’identifier les ressources environnementales clés pour la
conception de stratégies de conservation fiables (Valentini, Pompanon, et Taberlet 2009). Les
chauves-souris insectivores présentent d’'importants besoins énergétiques journaliers pour
voler, s’occuper de leur progéniture et stocker en un court laps de temps assez de réserves
graisseuses en vue de I'hibernation : en captivité elles consomment jusqu’a 25% de leurs
masses corporelles en insectes par nuit. Et ces besoins sont probablement plus élevés en
conditions naturelles, en particulier durant la période de lactation (Kunz et al. 2011; Schalk et
Brigham 1995; Bontadina et al. 2008). Les différences de régime alimentaire entre les espéces,
en particulier le niveau de spécialisation alimentaire, peuvent donc étre liées au risque
d'extinction. Les especes « généralistes » peuvent étre moins sensibles que les « spécialistes
» a la diminution des proies disponibles (Sierro et Arlettaz 1997) car elles montrent une plus
grande plasticité du régime alimentaire en fonction des émergences d’insectes et des proies
disponibles. Caractériser le régime alimentaire des chiropteres, en particulier le niveau de
spécialisation alimentaire, permet donc de mieux estimer les menaces qui pésent sur ces

especes et leur risque d'extinction.

Le sujet de cette étude s’inscrit dans ce contexte de liens potentiels entre biologie de
la conservation des chiroptéres et régime alimentaire. Il concerne la caractérisation du régime
alimentaire du Murin a oreilles échancrées, M. emarginatus, une espéce insectivore qui se
nourrit principalement de diptéres (Musca sp.) et d’arachnides qu’elle préléve sur leurs toiles.
Les principales études ont été menées en Europe de I'Est et montrent que la chasse se déroule
généralement dans une zone située entre 200 m et 2 km du gite de parturition (Krull et al.

1991). Cependant M. emarginatus peut également parcourir de plus longues distances
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(jusqu’a 10 km) pour chasser a proximité d’étables riches en Musca sp. plutot que dans les
zones de paturage avoisinantes ou les foréts ou les proies sont moins abondantes (Bontadina
et al. 2008). De plus récentes études montrent que les Vespertilionidae, dont M. emarginatus
fait partie, ont un risque d’extinction plus élevé par leur régime alimentaire spécialisé (Boyles

et Storm 2007).
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0. Echantillons

Restes d’'arthropodes non-identifiés en mélange (guano)

I-q_

L'ADN est extrait et purifié par filtrage a I'aide d’une
membrane de silice. La quantité du gene COI
récupérée est trés faible et en mélange avec
I'ensemble de ’ADN des autres arthropodes présents

I. Extraction de ’ADN

PCR en deux étapes:

1. Synthése de millions d’exemplaire des codes-barres
Il. Amplification des ADN pour permettre leurs lectures
codes-barres o

(3 réplicas/échantillon) 2. Indexage des échantillons a l'aide d'«étiquettes

moléculaires» pour pouvoir les mélanger et les
analyser simultanément sur le séquenceur

IIl. Séquencage MiSe Pour chaque échantillon, les différents codes-barres
- Sequengag q ADN présents sont décodés

Elimination des contaminations et erreurs

> L i
- IV. Analyse bio-informatique ., d'amplification PCR et de séquengage, vérification de
et filtrage des données la concordance entre les réplicas de chaque

échantillon

-y -

Résumeé de l'identification

Phylum Arthropoda 100
Classe Insect, 100 7 a
" IV. Base de données publiques (ex:BOLD)
Ordre Lepidoptera 100
Famille MNoctuidae 100
Genre Agrotis 100
Espéce segetum 100

Top 20 des assignations
el el el Y 0 il
0 Insecta L L Agratis segetum 100

Résumé de I'identification

Niveau taxonomique |Assignation

Comparaison des séquences décodées a celles
archivées dans la base de données. Les codes-barres
ADN présents dans un échantillon peuvent alors étre
attribués avec plus ou moins d’incertitude a une
espéce grace a un pourcentage de similarité et un
critére de confiance (Razgour et al. 2011). Dans le cas
d’'une attribution a plusieurs espéces, seul le rang
taxonomique supérieur commun a été retenu. Il arrive
également que certains code-barres ne soient pas
référencés, il est alors impossible de connaitre
I'espéce associée.

Classe Ordre

Figure 7 : Principales étapes de I'approche metabarcoding permettant I'identification des chiropteres

et des arthropodes (d’aprés Tournayre, 2018)



L'ensemble des données disponibles sur le régime alimentaire de cette espéce de
chiroptére provient d’analyses microscopiques des fragments d’arthropodes retrouvés dans
le guano. Pour cette technique, il s’agit de comparer visuellement les restes d’arthropodes
identifiables (élytres, tarses, ...) avec des références entomologiques sous loupe binoculaire
(Prévost et Gailledrat 2011; Arthur et Lemaire 2015; Goiti et al. 2011 ; Beck 1995). Cependant
cette technique n’est pas exhaustive. En effet, les tissus mous digérés peuvent ne laisser
aucune trace identifiable dans le guano. De plus, cette technique est tres chronophage, ce qui
limite le nombre d’échantillons qui peuvent étre analysés, et sa réalisation nécessite une
expertise entomologique confirmée. Enfin, cette technique manque de résolution puisque les

taxons sont généralement identifiés a I'ordre uniquement.

Dans ce contexte, nous proposons de développer une méthode moléculaire de metabarcoding
(Taberlet et al. 2012) qui permette de décrire plus précisément et pour des centaines
d’échantillons le régime alimentaire du Murin a oreilles échancrées, puis d’appliquer cette
méthode pour décrire la variabilité spatiale et temporelle du régime alimentaire. Le
metabarcoding est une technique de taxonomie moléculaire basée sur le séquencage a haut
débit de courts fragments d’ADN cible (dans notre cas 178 pb) et I'existence de bases de
données de séquences de références. Appliquée a des prélevements environnementaux, cette
technique permet d’identifier des espéces en mélange dans un échantillon, sans a priori sur la
composition de ce dernier (voir Figure 7). Nous appliquerons cette méthode pour répondre a

deux objectifs principaux.

Le premier objectif est de décrire la composition du régime alimentaire du Murin a oreilles

échancrées en analysant le guano récolté dans sept colonies de parturition mixtes M.
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emarginatus / R. ferrumequinum qui ont été suivies mensuellement de Mai a Septembre 2018

en Poitou Charentes (voir Figure 8,9).

Le second objectif est d’analyser la diversité et la variabilité spatiale et temporelle du régime
alimentaire au cours de cette période, pour les sept colonies suivies. Une flexibilité alimentaire
de I'espéce peut étre suspectée durant les périodes de lactation, un passage tres énergivore
pour les femelles. De plus, le régime alimentaire pourrait étre influencé par I'émergence

d’insectes sur de courtes périodes.
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Figure 8 : Répartition des 7 colonies mixtes M. emarginatus/ R.ferrumequinum.dont le guano a été

analysé dans cette étude

Figure 9: L'ensemble des guanos a été récolté préalablement a mon stage par les membres des
associations naturalistes de Poitou-Charentes. Une plaque de 96 guanos a été remplie pour chaque
colonie et chaque date échantillonnée. A gauche, collecte de guanos. A droite, les plaques ou sont

stocké les guanos avant les extractions d’ADN. © Jérémy Dechartre



MATERIELS ET METHODES

1. Analyses moléculaires et traitement bio-informatique des données de séquencgage
1.a. Analyses moléculaires et séquencage du gene CO1 par metabarcoding
e Extraction des ADN présents dans les guanos

Nous avons extrait I’ADN contenu dans les 1995 guanos collectés dans les sept colonies de M.
emarginatus entre juin et aout 2018. Le protocole d’extraction de I’ADN de feces est réalisé
avec un kit NucleoSpin 96 Plant Il (Macherey-Nagel). Pour chaque plaque contenant les 96
échantillons collectés, nous remplagons un échantillon par un contréle négatif d’extraction,
c’est-a-dire un puit de la plague ou tous les produits sont ajoutés excepté I’ADN. Ce controle
négatif nous permettra d’estimer la contamination de nos échantillons et de vérifier qu’aucun
acide nucléiqgue contaminant n’a été introduit par erreur dans les réactifs ou dans les
échantillons pendant les manipulations. Ce contréle étant traité comme les autres
échantillons jusqu’au séquencage, il nous permettra également de vérifier qu’il n’y a pas eu
d’erreur de manipulations comme un décalage des échantillons durant I’'ensemble des étapes

moléculaires et bioinformatiques.

e Amplification et séquencage des ADN

Le protocole de préparation des échantillons pour le séquencgage repose sur une PCR
en deux étapes décrite dans (Galan et al. 2018). La premiére PCR permet d’amplifier un
fragment cible sur le gene mitochondrial CO1 (Cytochrome oxidase subunit 1). Le gene CO1
est présent en de nombreuses copies par cellule, ce qui facilite son amplification PCR a partir

d’ADN dégradé. Tres conservé au sein d’'une méme espece il varie entre espéces différentes
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(Hebert et al. 2003) et permet I'identification jusqu’a I'espéce par séquengage en comparant
les séquences d’ADN a des bases de données publiques comme BOLD (Barcode Of Life
Database). Pour cette étude, la sélection du couple d’amorces qui permet de cibler le fragment
d’ADN a été réalisé sur la base de différents critéres, évalués dans trois situations : i) in silico
sur des séquences de références, ii) in vivo sur des communautés artificielles de composition
connue et iii) sur les guanos (Tournayre et al. Soumis). Parmi les douze couples d’amorces
testés, nous avons opté pour le couple fwh1 car il avait la plus forte capacité a amplifier
simultanément un large spectre de proies et I'espéce prédatrice, et il offrait la meilleure
résolution taxonomique pour l'identification des proies (Vamos, Elbrecht, et Leese 2017). Sur
une plaque PCR pour chaque run, nous avons également ajouté un échantillon d’ADN de rat
de Gambie (Cricetomys gambianus). Ce contrble positif nous permet post séquencage de
qguantifier les erreurs optiques du séquenceur, en théorie nous ne devons pas retrouver de rat
de Gambie sur les plagues PCR ou nous ne I'avons pas amplifié. La deuxiéme PCR permet
d’ajouter des index de multiplexage permettant de marquer chaque échantillon de maniere
unique avant de les mélanger en vue du passage sur séquenceur. Le mélange comprenant
I’ensemble des échantillons amplifiés et tripliqués a séquencer (environ 475 guanos par run)
a été purifié par excision sur gel d’agarose et dosé par PCR quantitative (qPCR) pour étre
normalisé a 4nM. |l a ensuite été séquencé sur une ligne de séquenceur MiSeq (lllumina) en
paired-end (2 x 251pb) par la plateforme GenSeq a Montpellier. Au vu du nombre
d’échantillons important (n=1890 guanos tripliqués soit 5670 échantillon plus les contréles
négatifs et positifs), quatre runs de séquencage indépendant ont été réalisés. Suite a un
probleme technique (résultats d’une plaque obtenus tardivement), nous avons di réaliser

I’ensemble des analyses suivantes en duplicat et non en triplicat.
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1.b. Analyses bio-informatiques des données de séquencage
e Préparation des données de séquencage

J’ai tout d’abord utilisé un script écrit par M.P Chapuis et L. Benoit (CIRAD, CBGP) pour
traiter les données brutes issues du séquencage afin d’assembler les reads et retirer les
amorces de séquencage (Sow et al. 2019). J'ai ensuite utilisé le pipeline FROGS (Find Rapidly
OTUs with Galaxy Solution, Escudié et al. 2018) pour générer, a partir des séquences lllumina,
une table d’abondance de reads dans laquelle chaque réplica PCR d’échantillon apparait en
colonne et chaque séquence affiliée a un taxa est présentée en ligne. Chaque cellule contient
la quantité de reads obtenus. Brievement, le pipeline FROGS permet de (i) filtrer les séquences
selon leur longueur (+/- 20pb de la taille attendue), (ii) de regrouper en OTU (Operational
Taxonomic Unit) les variants de séquences différent de seulement une base (iii) de supprimer
les chiméres (Les chiméres sont des genes composés de différents fragments d’ADN
provenant de fragments ADN différents générés de facon artefactuelle au moment de la PCR

a l'aide de VSEARCH (Edgar et al. 2011; Rognes et al. 2016).

e Dechimérisation

L'objectif est de nettoyer plus finement nos données en éliminant les chiméres qui
n‘ont pas été détectées avec FROGS. Pour cela j'ai utilisé le script R écrit par S. Piry (INRA,
CBGP) et L. Benoit utilisant I'outil du programme dada2 (Callahan et al. 2016) appelé
iBimeraDeNovo. Cette étape peut enlever jusqu’a 35% de variants chimériques résiduels (M.

Galan, communication personnelle).

e Filtrage des données
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Enfin j’ai filtré la table d’abondance déchimérisée et fusionné les réplicas a I'aide d’un script R
créé par M.P Chapuis et L. Benoit. Trois étapes de filtres de la table d’abondance ont été
réalisées : Threshold Cross-contamination (T¢c) : Basé sur le nombre maximum de séquences
observées dans un controle négatif, ce seuil permet de nettoyer les données pour les
contaminations liées a I'extraction d’ADN et a la PCR. Tout d’abord, j’ai utilisé les nombres de
reads observés dans les controles négatifs pour établir les seuils de détection de positivité
pour un OTU. Un échantillon est considéré comme négatif pour un OTU si le nombre de reads
pour cet OTU est inférieur a la valeur seuil (nombre de reads maximum observé pour cet OTU
dans un controle négatif). Threshold False-Assignment (Tra): Ce filtre est basé sur les erreurs
de mauvaises assignations de séquences liées au processus optique de séquencage. Une faible
proportion de séquences (0.2%) peut étre assignée a de mauvais échantillons a cause
d’erreurs de lectures des index. Notre contréle positif (rat de Gambie) nous permet de
mesurer la quantité maximale de séquences retrouvées pour cette espece dans un échantillon
de guano, et ainsi d’établir la fréquence maximum de mauvaise assignation d’un OTU pour un
échantillon. Ex : si on observe 4 reads de rats géants au maximum dans un échantillon de
guano, et que le nombre total de séquences de rats géants est de 20,000 reads dans le run,
alors, la fréquence est de 4/20,000=0,0002. Tfa est alors calculé pour chaque OTU en
multipliant le nombre de reads total de cet OTU par 0.0002. Seuls les échantillons présentant
un nombre de reads au-dessus des seuils pour I’'ensemble des réplicas techniques sont validés.
Les autres résultats positifs non-répétables entre nos réplicas sont éliminés. Les échantillons
présentant des nombres de reads trop faibles (<1000) ont également été éliminés (=échecs
de PCR ou séquencage). Les quatres run de séquencage sont traités de maniére indépendante
pour les filtres Tcc et Tfa. Pour notre table d’abondance finale, nous fusionnons les duplicats

séquencés de nos guanos en additionnant les reads de chaque séquence.
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1.c. Assignation des échantillons a I'espéece de chauve-souris et tri préliminaire des proies

Jai ensuite déterminé a quelle espece de chauve-souris chaque échantillon de guano
appartenait. Pour éliminer les échantillons trop fortement contaminés (détection de plusieurs
chiroptéres), j'ai fixé un seuil de contamination arbitraire : le guano devait contenir moins de
1% de reads de I'espéce minoritaire pour étre considéré fiable. J'ai ensuite travaillé sur les
données de M. emarginatus uniquement. Pour |'identification des proies, nous n’avons retenu
gue les reads avec un pourcentage d’identité > 97% et une couverture > 90% par rapport a la
séquence la plus proche de la base de données BOLD. Avec un script R que j’ai développé, j'ai
assigné une « affiliation taxonomique finale » (hommée taxa dans la suite du rapport) en
fonction d’un niveau de confiance établi d’apres Galan et al. 2018 (voir Tableau 1). Par la suite,
j’ai vérifié manuellement si les taxons retenus ont bien été décrits en France (Vérification sur
la base de données INPN, Fauna Europea, vérification par un entomologiste). Cela a permis
d’identifier un des erreurs d’affiliation liées a des erreurs dans la base de données. Les taxons
appartenant a des ordres que je considére comme des contaminations environnementales
(Psocodea, Trombidiformes, Mesostigmata, Sarcoptiformes, Anostraca, Diplostraca,
Entomobryomorpha, Isopoda, Branchiopoda, Chilopoda, Nematoda, Rotifera) n’ont pas été

retenus dans le jeu de données.

2. Analyses du régime alimentaire de M. emarginatus

Toutes les analyses décrites ci-dessous ont été réalisées avec R v1.1.456 (Schaéler, Thaller,
et Hinrichs 2018). Afin d’éliminer la variation du succés d’amplification (nombre de reads)
entre les guanos, nous avons transformé les données du tableau d’abondance en proportions
relatives pour chaque guano.
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2.a. Analyse de la fiabilité des données

Nous avons vérifié que notre effort de séquengage (nombre de reads par guano) était
suffisant pour décrire la diversité de proies contenues dans les guanos étudiés. Nous avons
pour cela utilisé la fonction depth.cov du programme HillDiv (Alberdi et Gilbert 2019).Nous
avons réalisé des courbes d’accumulation sur les données par colonie et date. Elles
permettent de tester si notre échantillonnage (nombre de guanos par colonie) est suffisant
pour décrire la diversité du régime alimentaire de M. emarginatus. Mille tirages aléatoires de
guanos ont été réalisés sans remise dans le jeu de donnée colonie-date, et le nombre de taxon
dans chaque tirage est noté. Ces courbes ont été faites pour chaque rang taxonomique avec
un script et sont représentées avec le package ggplot2 (Wickham 2011) et la fonction

geom_violin().

2.b. Description générale du régime alimentaire de M. emarginatus

Nous avons représenté I'ensemble des proies détectées avec une représentation
hiérarchique de Krona qui tient compte de la taxonomie et de la fréquence des taxons dans le
jeu de données (Ondov, Bergman, et Phillippy 2011). La répartition des taxons selon la colonie

et la date d’échantillonnage est représentée par des histogrammes cumulés
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réalisés avec ggplot2 (Wickham 2011). Différents rangs taxonomiques sont considérés : ordre,
famille, genre, espéce.

Niveau de Paramétres : blast perc-identity] Affiliation finale dela
confiance séquence

la =000 Espéce

1b >08%% Espéce

2 =08% et espéce multi-affilice Genre

3 =08% genre et espéce multi-affilié Famille

4 =07% Famille, genre, espéce multi-afiilié Ordre

Tableau 1 : Tableau de confiance utilisé pour évaluer la confiance accordée a une assignation

taxonomique. Affiliation finale de la séquence en fonction des parametres.

2.c. Analyses statistiques de la variabilité du régime alimentaire

Toutes ces analyses de diversité ont été réalisées a plusieurs rangs taxonomiques :
I'ordre, la famille et le genre. Le rang de I’espéce n’a pas été considéré car l'indice de confiance

était faible pour de nombreux taxons.

e Analyse de la diversité alpha

Nous avons tout d’abord estimé la diversité alpha, c’est-a-dire la richesse spécifique,
du régime alimentaire de M. emarginatus, pour les trois dates et trois colonies
échantillonnées. Nous avons estimé les indices de Hill avec le programme HillDiv.1.2.3.
(Alberdi et Gilbert 2019) car ils permettent de tester I'impact des taxons rares sur la diversité
estimée, en faisant varier la valeur du parametre g entre O (tous les taxons ont le méme poids)
et 5 (les taxons peu occurrents ont moins de poids).Nous avons ensuite testé avec les
fonctions div.test et div.test.plot de HillDiv si la date ou la colonie d’échantillonnage
impactaient significativement la diversité alpha, en appliquant un test non-paramétrique de

Kruskall-Wallis (seuil de significativité fixé a 0.006 apres correction de Bonferroni pour les tests
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multiples, soit seuil de significativité alpha 5% /(nombre de rang taxonomique* nombre de
parametres g testés) : 0.05/3*3). Des tests a posteriori de Tukey ont été réalisés pour identifier
les paires de colonies ou de dates dont la diversité alpha est significativement différente. Pour
ces tests post-hoc, nous avons fixé le seuil de significativité a 0.05/28 paires testées = 1.780 x

103,

e Analyse de la diversité beta

Nous avons ensuite estimé la diversité beta, qui représente la différence de
composition du régime alimentaire de M. emarginatus entre les dates et colonies
échantillonnées. Nous avons utilisé les indices de Hill en faisant varier g de 0 a 5, dans le
programme HillDiv. Ensuite, nous avons réalisé des analyses par permutation (perMANOVA)
avec le package vegan (Oksanen et al. 2019) et la fonction adonis (Analysis of variance using
distance matrices) pour analyser la significativité des facteurs colonies (site) et date sur la
diversité beta. La matrice de dissimilarité entre échantillons, a été estimée avec la méthode
de Bray-Curtis qui prend en compte I'abondance des taxons. Enfin, nous avons réalisé une
analyse multivariée non métrique (NMDS) avec la fonction metaMDS du package vegan pour
visualiser les différences de composition entre colonies et dates d’échantillonnage, et

identifier les taxons expliquant ces dissimilarités.
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Tableau 2 : Nombre de guanos séquencés par colonie de parturition et date d’échantillonnage, et résultats de
I'identification du prédateur pour chaque guano. Pour la suite des analyses, nous travaillerons sur les colonies pour
lesquelles nous avons suffisamment de guanos correspondant a M. emarginatus, ¢ ‘est-a-dire Annepont (ANN),
Sainte-Gemme (SGE) et Saint-Martin les Melles (SMM). Malheureusement, les résultats de séquencage pour
I’échantillonnage d’ao(t de la colonie SMM ont été obtenus tardivement et n’ont pu étre analysés, c’est pourquoi

il n’y a pas d’informations dans le tableau.
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RESULTATS

1. Analyse des données de séquencgage

Nous avons pu identifier I'espéce du prédateur (ici : chiroptére) par metabarcoding pour
chaque guano. Parmi les prédateurs, nous avons détecté M. emarginatus mais également R.
ferrumequinum. Cependant nous avons aussi identifié des guanos d’autres espéces que celles
gue nous ciblions : Myotis myotis (31 guanos) et Eptesicus sp. (1 guano) et d’autres
prédateurs en tant que contamination environnementale comme Hirundo rustica, Glis Glis.
Nous avons trouvé une forte variabilité de la proportion de guanos de M. emarginatus par
date et par colonie. Sur les 1995 guanos séquencés, 427 proviennent de M. emarginatus. Pour
certaines colonies, le nombre de guanos de M. emarginatus est bien trop faible voire nul (ex
Allonne, Beaumont, Tableau 2) pour étre inclus dans les analyses statistiques. C’'est pourquoi
seules trois colonies ont étés sélectionnées pour la suite de cette étude : Annepont, Sainte-
Gemme et Saint-Martin-les-Melles. Ce jeu de données représente un total de 386 guanos
(Tableau 2). Les résultats de séquencage des échantillons du mois d’ao(t pour Saint-Martin-

les-Melles (SMM) ont été obtenus trop tard pour que je puisse les incorporer a cette étude.

2. Analyses du régime alimentaire de M. emarginatus

2.a. Analyse de la qualité des données

Nous avons estimé la diversité attendue dans chaque guano a partir des nombres de Hill
et du nombre de reads obtenus. Pour tous les échantillons, il n'y a pas de différence
significative entre la diversité attendue et la diversité observée, quelques soit le rang

taxonomique considéré (ordre, famille, genre). Le nombre de reads par guano est donc
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suffisant pour tous les guanos retenus pour décrire les proies qu’ils contiennent. Nous avons
réalisé les courbes d’accumulation par colonie-date, pour les rangs taxonomiques de I'ordre,
de la famille et du genre, afin de voir si le nombre de guano échantillonné est suffisant pour
décrire la richesse en proies. Nous obtenons deux types de profils. Dans le cas d’un faible
nombre d’échantillons (n entre 10 et 28 pour I'ordre par exemple), la courbe d’accumulation
ne s’infléchit pas, nous n’atteignons pas le plateau. Notre nombre de guano ne permet pas de
décrire la diversité de proies potentielles du régime alimentaire de M. emarginatus dans ces
cas-la (ex de Sainte-Gemme —SGE- ao(t, Figure 10a). Dans d’autres cas, le nombre de guanos
est suffisant pour atteindre le plateau (n supérieur a 28 au rang de 'ordre et la famille, ex de
SMM en juillet, Figure 10b). Globalement pour la suite des analyses statistiques, le nombre de
guano de M. emarginatus par colonie-date est satisfaisant pour décrire le régime alimentaire
de M. emarginatus aux rangs taxonomiques de I'ordre et de la famille, mais pas du genre ou

de I'espece.

2.b. Description générale du régime alimentaire de M. emarginatus

Nous détectons dans le guano de M. emarginatus une grande diversité taxonomique de
proies d’Arthropodes, avec 258 especes, 229 genres, 102 familles, 12 ordres et 2 classes
identifiées (Figure 11). Les ordres majoritairement détectés sont Araneae, Diptera,

Lepidoptera et Coleoptera.

Cette diversité taxonomique peut se retrouver au sein d’'un guano puisque chaque guano
de M. emarginatus peut contenir entre une et 15 especes d’arthropodes. Les especes les plus
occurrentes sont : Araneus diadematus (Araneae), Nuctenea umbratica (Araneae), Araneus
angulatus (Araneae), Cyclosa conica (Araneae), Zilla diodia (Araneae), Noctua pronuba
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(Lepidoptera), Metellina merianae (Araneae), Musca domestica (Diptera), Metellina

segmentata (Araneae), Parasteatoda tepidariorum (Araneae) et Stomoxys calcitrans (Diptera).

Nous avons regardé la relation entre la fréquence des taxons dans le jeu de données et
leur succes d’amplification en termes de nombre de reads. Nous observons trois types de
patrons. D’une part, les taxons les plus fréquemment détectés dans notre jeu de données sont
également les plus abondants en termes de reads. Au rang taxonomique de I'ordre cela
concerne les Araneae et Diptera, et dans une moindre mesure, les Coleotera et Lepidoptera.
D’autre part, beaucoup de taxons présentent une faible occurrence ainsi que peu de reads (au
rang taxonomique de l'ordre : Blatteodea, Odonata). De rares taxons sont trés peu présents
dans le jeu de données mais tres bien amplifiés. Au rang taxonomique de I'ordre, un seul ordre
(Trichoptera) présente une occurrence tres basse (occurrence=1, soit détecté dans un seul
guano) et un nombre de reads trés grand, le plus élevé de I'ensemble des ordres détectés

(Figure 12). Ces résultats sont conservés aux autres rangs taxonomiques.

Enfin, nous observons une forte variabilité de la diversité et de la composition
taxonomique du régime alimentaire de M. emarginatus entre les colonies et les dates
d’échantillonnage (Figure 13). Ceci confirme la nécessité de réaliser des analyses de diversité

alpha et beta.
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Figure 10 : Courbes d’accumulation représentant les ordres de proies détectés dans le régime alimentaire de M.
emarginatus par rééchantillonnage aléatoire de guano dans le jeu de données. La figure a) correspond a la colonie
de parturition de Sainte-Gemme (SGE), échantillons du mois d’ao(t, n=10 guanos. La figure b) correspond a la
colonie de parturition de Saint-Martin-les-Melles (SMM), échantillons du mois de Juillet, n=94 guanos. La largeur
du “violin plot’ indique la densité de probabilité que le sous-échantillon contienne le nombre d’ordres affiché en

ordonnée. Le point rouge correspond a la moyenne3du6nombre de taxons issus des tirages.
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Taxons, occurrence

Figure 11 : Représentation hiérarchique de la diversité taxonomique d’arthropodes contenue dans les
guanos de M. emarginatus, toutes colonies et dates d’échantillonnage confondues. Les différents cercles
représentent les rangs taxonomiques (de I'espéce vers I'extérieur a la classe au centre). La largeur
attribuée a chaque taxon est proportionnelle au pourcentage d’occurrences détectées. Les espéces dont
I'occurrence est >3% sont illustrées d’'une image. Cette figure montre la grande diversité taxonomique des
proies consommeées par M. emarginatus, et I'importance de quelques espéces majeures dont Araneus

diadematus, Araneus angulatus, Tortrix virdana, Tipula sp., Musca sp., Serica brunnea.
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2.c. Analyses statistiques de la variabilité du régime alimentaire

Pour ces analyses, nous avons considéré trois rangs taxonomiques : ordre, famille et
genre. Les analyses au rang taxonomique de I'espéce sont écartées car certains groupes trés

occurrents (ex Tipula, Musca) sont souvent affiliés avec confiance au genre et non a I'espéce.

e Analyse de la diversité alpha

Nous avons tout d’abord estimé la diversité alpha des proies détectées, c’est-a-dire la
richesse spécifique du régime alimentaire de M. emarginatus, pour les trois dates et colonies
échantillonnées, avec les indices de Hill. Le seuil de significativité est fixé a 0.006 (correction

de Bonferroni).

Rang taxonomique : Ordre

La diversité alpha ne varie pas de maniere significative entre colonies et dates, lorsque I'on
considere le rang taxonomique a 'ordre, quel que soit le poids donné aux taxons rares (pour
q=0:p = 0.018, pour q=2 (équivalent a I'inverse de I'indice de Simpson): p = 0.024, pour q=5 :

p=0.027, Figure 14a)

Rang taxonomique : Famille

La diversité alpha varie de maniere significative entre colonies et dates pour le rang
taxonomique de la famille pour les trois valeurs de g testées (pour g=0 : p = 3.024e10*%, pour

g=2:p =3.783e10*, pour q=5 : p = 5.150e10*; Figure 14b).

Rang taxonomique : Genre
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La diversité alpha varie également de maniere significative quand on se place au rang
taxonomique du genre pour les trois valeurs de g testées (pour g=0 : p= 2.760e10°, pour g=2 :

p=2.544e107, pour q=5 : p= 2.456e10 Figure 14b).

Les tests a posteriori de Tukey ont été appliqués pour les rangs taxonomiques de la famille et
du genre. Si on considére les familles, ces tests ont permis d’identifier neuf paires de colonies-
dates dont les diversités alpha sont significativement différentes a la famille, quelques soit la
valeur du parameétre g considéré (Figure 14a). Six d’entre elles incluent la colonie Annepont.
Ces paires incluent des différences entre les trois colonies (ex Annepont / SMM) et entre les
trois dates (ex Juin/ Juillet). Les plus fortes diversités sont observées en juillet a Annepont, et

les plus faibles sont observées entre Annepont et Sainte-Gemme en juin (Figure 14a).
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Figure 12 : Représentation de la relation entre I'occurrence des ordres détectés dans I'ensemble des guanos
séquencés de M. emarginatus, toutes colonies et dates confondues, et la moyenne de I'abondance relative des
reads correspondant a chacun de ces ordres, en considérant uniquement les guanos ou l'ordre considéré esi
détecté. Cette figure montre que le régime alimentaire de M. emarginatus se caractérise par quelques ordres tres
fréquents et trés bien amplifiés (forte abondance relative des reads dans les guanos), notamment les Araneae et
les Diptera (ainsi que les Coleoptera et Lepidoptera), et de nombreux ordres trés rarement détectés et trés peu

amplifiés, tels que les Dermaptera et Odonata.
349



% d'occurrence des taxa

1.00 1
0.754
0.50 4
0.251
0.001

Juin
Juillet
Aout
Juin
Juillet
Aout

Dates d'échantillonnages par colonies

Juin

Juillet

Aout

Ordres

I Araneae

Blattodea
Coleoptera
Dermaptera
Diptera
Hemiptera
Hymenoptera
Lepidoptera
Neuroptera
B oconata
Orthoptera
. Trichoptera

Figure 13 : Pourcentages d’occurrence des ordres détectés par date de récolte des échantillons et par colonie.
ANN-Juin : n=30; ANN-Juillet : n=56, ANN-Ao(t :n=55, SGE-Juin : n=25, SGE-Juillet : n=30, SGE-Aout : n=10,
SMM-Juin : n=86, SMM-Juillet : n=94. ANN : Colonie d’Annepont, SGE : Colonie de Sainte-Gemme et SMM :
Colonie de Saint-Martin-les-Melles. Cette figure montre la forte variabilité spatio-temporelle du régime
alimentaire de M. emarginatus, méme au rang taxonomique de I'ordre. Visuellement, Annepont se détache des
deux autres colonies par un pourcentage d’occurrence majoritaire d’Araneae et un trés grand nombre d’ordres

de proies, en juillet.
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Lorsque les tests de Tuckey sont réalisés au rang taxonomique du genre les mémes paires qu’a
la famille sont significatives a q0 avec I'ajout cependant d’une dixieme paire significative : ANN

6 et SGE6. (Figurel4db)

Contrairement aux tests a la famille, nous obtenons quelques différences lorsque nous faisons

varier g. En effet, a g2 et g5, la paire ANN6 et ANN7 également significativement différentes.

e Estimation de I'indice de diversité beta

La diversité beta a été estimée avec les indices de Hill selon différents paramétres de

g (0, de 2 ou 5) donnant un poids variable aux taxons peu fréquents dans notre jeu de donnée.

La valeur estimée de la diversité beta est tres forte et avoisine la valeur maximale de 1
pour g=0, pour les trois rangs taxonomiques étudiés : ordre (6=0.893), famille (6=0.978), genre

(8=0.986).

Ces estimations diminuent trés rapidement quand g augmente, avoisinant la valeur
minimale de 0 dés g=2 (équivalent de I'indice de Simpson) pour les trois rangs taxonomiques :

ordre (6=0.005), famille (6=0.006), genre (6=0.006).

Pour g=5 (les taxons fréquents sont sur-pondérés) les estimations de diversité beta

sont encore plus faibles : ordre (6=5.646e-09), famille (6=3.724e-09), genre (6=3.40e-09).

e Analyse de la significativité de la dissimilarité entre groupes (date, colonie)

Les matrices de dissimilarité ont étés calculées avec la méthode de Bray-Curtis qui tient
compte de I'occurrence des taxons. Nous observons un effet significatif (p < 0.001) de la
colonie et de la date d’échantillonnage, ainsi que de l'interaction entre ces deux facteurs

(colonies*date de I'échantillonnage) sur cette matrice de dissimilarité de la composition en
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proies. Ceci est valable pour les trois rangs taxonomiques considérés (voir Annexe 1 pour le

détail des résultats des PermAnova).

3. Visualisation des différences de composition entre colonies et dates d’échantillonnages

Nous avons réalisé une méthode d’ordination, I'analyse multivariée non métrique
(NMDS) basée sur la méthode de Bray-Curtis, pour décrire les différences de composition du
régime alimentaire entre dates et colonies d’échantillonnage dans un nombre de dimensions
réduit. Cette méthode utilise comme point de départ une matrice de distance entre les
groupes (date ou colonie), puis un algorithme itératif est appliqué pour trouver une
configuration qui représente le mieux la distance entre les colonies. C’est pourquoi cette
analyse peut ne pas converger, ce que nous avons observé pour notre étude, au rang
taxonomique du Genre pour tout groupe (date, colonie) considérés. Seule I'analyse réalisée
pour le rang taxonomique de |'ordre a convergé et peut étre représentée avec une bonne

confiance (stress=0.051, ce qui indique une excellente représentation). Voir Figure 15 et 16.

352



6.3e-06

—
a)
20
0.00033
f 47e-10 !
15 0.001
" 0.0015 .
=2 | ] 21e-05 | | ANN_E
5 ] o
2 0.00066 ANN_S
e | sse_s
E |
s 6.4e-07 []soer
= : 1 SGE 8
2 SMM_6
w
[] samaz
Ga-05
r al
5 T | n
| I
|I| |I|
| |
y: X H \
|
) A
~ \\ ™ l\
ANN_E ANN_T ANN_B SGE_6 SGE_T SGE_8 SMM_E SMM_T
30-05
—
b) 0.00076
0
0.0009
I 4.9e-09 |
3
. 0.00072 _
2 2.5e-05 [ anne
E | D ANN_T
e 0.00024 ANN B
g T 1 -
E SGE_B
E |
5. 1.26-06 | seer
LR :
2 SGE_B
2 SMM_E
& L
D SMM_T
0.00064
I 1 0.0013
{
l
_"\_ | 1"”".
\ fl
[ AN ( )
— [ —
ANN_E ANN_T7 ANN_B SGE & SGE_7 SGE_ 8 SMM_B SMM_T

Figure 14: Variation de la diversité alpha en fonction de la date et de la colonie échantillonnées, estimée pour
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d’échantillonnage. Elles montrent également que la colonie d’Annepont a les plus fortes diversités alpha et

est souvent impliquée dans les paires ayant des diversité alpha différentes.
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DISCUSSION

1. Le metabarcoding, un outil adapté pour décrire le régime alimentaire de M. emarginatus

1.a. Avantages du metabarcoding

Le metabarcoding nous a permis de traiter un grand nombre d’échantillon en paralléle.
Dans cette étude, nous avons pu séquencer et analyser la composition en proies de 1995
guanos en quelques mois. Ceci aurait été impossible avec des analyses morphologiques des
piéces dures d’arthropodes contenues dans les guanos. Pour exemple, moins de 40 guanos de
M. emarginatus et R. ferrumequinum avaient été analysés morphologiquement lors d’un stage

de M2 (Alizée Raymond, 2011).

Un autre avantage de la méthode de metabarcoding environnemental est de
permettre de préciser au rang taxonomique du genre voire de l|'espéce les proies
consommées. C'est une connaissance bien plus précise que celle obtenue avec les analyses

morphologiques, qui identifie les proies au rang taxonomique de I'ordre (Kervyn et al. 2012).

Enfin, le protocole de metabarcoding utilisé, développé a partir de Galan et al. (2018)
nous a permis dans cette étude d’identifier a quelle espéce de vertébré correspondait chaque
guano séquencé. Pour répondre a nos objectifs scientifiques, identifier le prédateur s’est
avéré essentiel (Forin-Wiart et al. 2018) : les colonies de parturition suivies contiennent
plusieurs espéces de chauves-souris et attribuer a tort sur des critéres de forme un guano a
une espece créerait une diversité artificielle dans la composition du régime alimentaire qui
biaiserait les résultats (Biffi et al. 2017). De plus, dans cette étude, nous avons obtenu une

part non négligeable de guanos contaminés (deux espéces de vertébrés possibles) et d’ADN
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correspondant méme a des oiseaux. Ce protocole nous permet donc de travailler uniquement

sur les guanos clairement identifiés et correspondant a I'espéce étudiée.

1.b. Limites du metabarcoding

Malgré la puissance du metabarcoding pour décrire la diversité en proies, cette
méthode n’est pas exempte de limitations et de biais méthodologiques potentiels de la
collecte des échantillons jusqu’a I'analyse des résultats (voir annexe 2, tableau résumant les
biais principaux de notre étude). Tout d’abord, les résultats obtenus ne représentent qu’une
fraction de ce que M. emarginatus consomme. En effet, I'identification des séquences d’ADN
de proies détectées dépend de la qualité et de I'exhaustivité des bases de données publiques
utilisées. Dans cette étude, une partie non négligeable des séquences obtenues ne trouve pas

de correspondance dans les bases de données et ne sont donc pas assignées a des taxons.

Ensuite, les biais d’amplification entre taxons nous permettent uniquement une
analyse qualitative de chaque guano en termes de présence/absence de proies par guano.
Nous ne pouvons avoir une quantification absolue des différentes proies consommeées par un
individu. L’individualisation des guanos permet néanmoins d’avoir des résultats semi-

guantitatif.

Enfin, nous ne pouvons pas écarter la possibilité d’amplifier des restes de repas de
proies-prédateurs comme les araignées qui sont fortement présentes dans le régime
alimentaire du Murin a oreilles échancrées, et de les attribuer a tort a M. emarginatus. Nous
avons par exemple conservé avec doutes des Orthoptéres dans notre jeu de données.
Extrapoler les proies préférentielles de M. emarginatus pourrait ainsi étre biaisé par les restes

de proies communes avec les Araignées.
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2. Quel effort d'échantillonnage pour une description rigoureuse du régime alimentaire ?

2.a. Le probleme des colonies mixtes

Malgré un effort d’échantillonnage et de séquencage important de 1995 guanos
provenant de sept colonies de parturition mixtes Murin a oreilles échancrées / Grand
rhinolophe, nous n’avons identifié que 386 guanos appartenant a M. emarginatus, soit moins
de 20%. Pour certaines colonies, aucuns guanos de M. emarginatus n’a été avéré quelque-soit
la date d’échantillonnage. Les sites pour les colonies de parturitions peuvent changer d’année
en année, les femelles de cette espece peuvent également rejoindre plus tardivement les
colonies en lien avec les conditions météorologiques et leur cycle d’hibernation plus long que
R. ferrumequinum. |1l est donc important de connaitre la dynamique des colonies et de
travailler sur des colonies suivies par des naturalistes. Mais malgré cette connaissance, il n’est
pas possible d’identifier morphologiquement les guanos, nous devons donc analyser un grand
nombre d’échantillons pour arriver a détecter I'espéece étudiée. Limiter les contaminations est
un aspect important dans ce type d’études. Ainsi il pourrait étre intéressant de tester si
certaines mesures limitent les contaminations environnementales des guanos, comme
surélever les assiettes permettant de les récolter. Comparer nos résultats avec ceux obtenus
pour des colonies mono-espéces pourrait également nous permettre d’écarter les

contaminations entre guanos d’espéces différentes.

2.b. Le probleme de la diversité des proies dans le régime alimentaire

Nos résultats ont révélé un trés grand nombre de taxons de proies (ou proies

secondaires) dans le régime alimentaire de M. emarginatus. Les courbes d’accumulation
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réalisées ne montrent pas de réel plateau, méme pour les sites présentant 94 guanos,
guelgue-soit le rang taxonomique considéré. Le nombre de guanos nécessaire a
I'identification exhaustive des proies de M. emarginatus semble donc tres élevé (infini au rang
de I'espéce). Il nous faudra donc étre prudent sur I'analyse écologique de nos résultats.
Cependant, cette affirmation peut étre nuancée car de nombreux taxons ne sont détectés
gu’une seule fois parmi I'ensemble des 386 guanos analysés. La collecte d’échantillons
supplémentaires serait nécessaire pour mieux décrire la diversité de proies dans chaque
colonie pour chaque date d’échantillonnage. Mais I'aspect logistique et financier dans ce type
d’étude est toujours contraignant et a prendre en compte. En effet, les colonies de parturition
sont en majorité chez des particuliers et le dérangement des chauves-souris est un probléme
a limiter. 1l est donc délicat de retourner fréquemment dans ces colonies. Enfin, ces analyses
moléculaires sont relativement colteuses et doivent étre réfléchies parcimonieusement étant

donné les budgets de la recherche et des associations naturalistes.

3. Le régime alimentaire de M. emarginatus : diversité et variabilité

3.a. Diversité taxonomique

Nos résultats ont révélé une diversité taxonomique tres grande avec 258 especes
correspondant a 229 genres identifiées. Cette diversité s’observe a I'échelle du guano, qui
peut contenir jusqu’a 15 especes de proies. Nos résultats indiquent que quatre ordres
taxonomiques sont majoritaires en occurrence : Araneae, Diptera, Lepidoptera, Coleoptera.
Parmi ces quatre ordres, un nombre réduit de genres contribue a leurs occurrences : Araneus
pour les Araneae; Musca et Tipula pour les Diptera. Concernant les Coleoptera et les

Lepidoptera, nous n’observons pas de genre clairement dominant. Nos résultats sont donc en
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accord avec la littérature ol M. emarginatus présente un spectre de proies relativement
spécialisé (araignées orbiteles, diptéres Musca et Lépidopteres, Coléoptéres et Neuropteres,
d’apres Prévost et Gailledrat 2011; Arthur et Lemaire 2015;Goiti et al. 2011 ; Beck 1995 ;
Kervyn et al. 2012). Notre analyse permet de détecter les proies consommées de maniére plus
opportuniste, ce qui élargit le spectre du régime alimentaire connu de M. emarginatus. Cette
description pourrait également étre améliorées car les émergences ponctuelles d’insectes
peuvent étre difficiles a détecter et pourtant peuvent représenter une portion non négligeable

du régime alimentaire de I'espéce.

3.b. Diversité locale et variabilité spatio-temporelle

La comparaison des diversités alpha entre colonies et dates d’échantillonnage suggére
gue la richesse spécifique du régime alimentaire de M. emarginatus peut varier dans |'espace
et le temps, pas au niveau des ordres mais sil’on considére des rangs taxonomiques inférieurs.
Les Murins a oreilles échancrées de la colonie d’Annepont, en Charentes-Maritime, semblent
avoir la plus forte diversité taxonomique de régime alimentaire. La diversité des proies
consommées semble globalement plus forte et en juillet, potentiellement suite a des
émergences d’insectes. Des suivis entomologiques pourraient permettre de tester cette

possibilité.

L’analyse de la diversité beta montre que la composition et/ou la variance du régime
alimentaire de M. emarginatus peut varier dans |'espace et le temps. Au rang taxonomique
de l'ordre, la composition du régime alimentaire de M. emarginatus entre dates et colonies
est assez homogene (Diptera, Coleoptera, Araneae). La variance et la composition du régime

alimentaire semblent étre liées a des ordres plus faiblement représentés (Lepidoptera
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pour Sainte-Gemme) ou trés rares qui créent de la stochasticité environnementale (ex

Odonata pour Sainte-Gemme ; Trichoptera pour Annepont).

Le protocole d’échantillonnage ne nous permet pas de tester les facteurs qui
pourraient expliquer cette différence de diversité et de composition du régime alimentaire de
M. emarginatus entre colonies et dates d’échantillonnage. Les résultats exploratoires obtenus
dans cette étude et les limites du metabarcoding identifiées vont permettre de mieux définir
avec les associations naturalistes les questions écologiques et les protocoles

d’échantillonnage en lien avec I'analyse du régime alimentaire du Murin a oreilles échancrées.

CONCLUSION

Cette étude exploratoire permet de valider la faisabilité et I'intérét de I'approche
moléculaire du metabarcoding pour I'étude du régime alimentaire des chauves-souris
insectivores. Cette méthodologie est appliquée en parallele pour I'analyse du régime
alimentaire du Grand rhinolophe, dans ces mémes colonies de parturition. Les résultats
biologiques obtenus seront intégrés au projet de thése d’Orianne Tournayre, afin de comparer
la diversité et la variabilité du régime alimentaire de deux espéces de chauve-souris

partageant les mémes colonies de parturition.

Le projet de these dans lequel s’intéegre mon stage fait partie du programme « Grand
Rhinolophe et trame verte bocagere : étude des facteurs environnementaux influant sur la
dynamique des populations ». Ce projet multi-acteurs regroupe des naturalistes et des
chercheurs de différentes disciplines et différents laboratoires depuis 2016. Les partenariats
chercheurs / naturalistes présentent de nombreux avantages : ils permettent de mutualiser

les moyens financiers (ex : ce partenariat a permis le financement de la these d’Orianne par le
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LabEX ceMEB) mais surtout d’échanger de multiples connaissances. Les partenaires associatifs
apportent leurs connaissances du terrain, leur expertise naturaliste mais aussi un cadre
réglementaire avec les réseaux d’acteurs locaux, départementaux, nationaux. Les chercheurs
apportent leur expertise scientifique et leurs outils technologiques, parfois de pointe. La
mutualisation de ces connaissances garantit la qualité des projets menés, et le transfert des
connaissances vers les décideurs. Mon équipe d’accueil au CBGP dépend de I'INRA. Travailler
avec des partenaires associatifs leur permet d’ancrer les recherches menées autour de
guestions sociétales liées a la conservation de la biodiversité. Les résultats exploratoires
obtenus dans cette étude et les limites du metabarcoding identifiées vont permettre de mieux
définir avec les associations naturalistes les questions écologiques concernant la diversité et

la variabilité du régime alimentaire du Murin a oreilles échancrées.

Améliorer les connaissances biologiques de cette espéce peut avoir des répercussions
dans le cadre de 'aménagement du territoire ou de la conservation de cette espéce. Par
exemple, réaliser un état des lieux de la disponibilité en proies pour les colonies de parturition
pourrait s’avérer un complément intéressant pour identifier les sites favorables a I'espéce. Il
s’agirait d’établir une stratégie de conservation ‘win-win’ pour la protection du prédateur et
de ses proies. Ces données ouvrent également sur de nouvelles questions relatives a I'état de
santé des colonies et des individus. Les différences de régime alimentaire peuvent affecter la
valeur sélective, directement (impact sur l'immunité, la croissance, la survie, la
reproduction...) ou indirectement via des expositions contrastées aux polluants par exemple.
Mis en paralléle, le régime alimentaire et la condition corporelle des individus pourraient
peut-étre permettre d’expliquer certaines tendances démographiques observées, et ouvrir la

voie a une meilleure compréhension des dynamiques de population actuelles.
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