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Le murin a oreilles échancrées (Myotis emarginatus) est une espece de chauves-souris
que 'on retrouve sur le territoire wallon. Tout comme les autres chiroptéres européens, il s‘agit
d'une espece insectivore. Néanmoins, certaines interrogations se posent a propos des
variations de son régime alimentaire au cours des saisons et selon I'environnement dans
lequel elle se trouve. En effet, jusqu’a maintenant, peu d’études traitant de ce sujet ont été
réalisées en climat tempéré.

L’objectif de cette étude a été d’apporter des connaissances supplémentaires quant a
la variation de la composition des proies selon le mois et le lieu ou la colonie s’est implantée
(type de batiment et ouverture du milieu dans un rayon de 10km autour des colonies). Grace
aux informations fournies dans la littérature, 3 hypothéses ont été émises. La premiere
concerne la variation du régime alimentaire au cours des 3 passages dans différentes colonies
(variation temporelle), la seconde et troisieme se focalisent sur le type de proies consommeées
selon le milieu ou s’est implantée la colonie (variation spatiale). Nous avons pour prédiction
gue, lorsque les individus sont a proximité des étables, ils se nourrissent essentiellement de
diptéres tandis que leur régime alimentaire est composé d’'une maijorité d’araignées quand ils
sont proches de foréts.

Pour répondre a ces hypothéses, une récolte de matiére fécales a eu lieu entre la fin
du mois de mai et mi-aolt 2021, dans 6 colonies wallonnes différentes. Cette période
correspond a la saison de mise bas et d’élevage des juvéniles chez les chauves-souris
européennes. Trois passages dans chague colonie ont été effectués au cours de cette période.
Ensuite, une approche génétique, le métabarcoding, a permis d’amplifier et de séquencer
'ADN présent dans nos échantillons. Pour cela, deux paires d’amorces, permettant
lamplification du géne d’intérét COI, ont été choisies. Cette étude réalise ainsi une
comparaison entre elles pour appuyer 'importance de leur complémentarité.

Ce travail a ainsi pu identifier 192 taxa présents dans les matiéres fécales récoltées.
L’hypothése 1 a pu étre vérifiée puisque les lépidoptéres et les araignées sont plus fréquents
en session 1 et les coléoptéres en sessions 1 et 2. En revanche, bien que des tendances
visuelles semblaient corroborer les hypothéses 2 et 3, elles ont été rejetées puisqu’aucune
confirmation statistique n’a pu étre fournie. En outre, au-dela des objectifs initiaux et grace a
la biologie et phénologie des arthropodes, cette étude a apporté des connaissances
supplémentaires sur les zones de chasses et types de proies ingérées par M. emarginatus.
En effet, certaines proies ne sont pas au stade imago au cours de cette période. C'est
notamment le cas pour des Iépidopteres, indiquant que M. emarginatus chasse aussi des
chenilles. De plus, des insectes nuisibles ont été identifiés, soulignant ainsi I'importance des
prédateurs insectivores dans les milieux agricoles. Des arthropodes plus rares ou peu connus
en Wallonie étaient également présents dans les échantillons, permettant de prouver leur
présence dans cette région.
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l. Introduction

En Wallonie, les terres agricoles représentent plus de 40% du territoire. Alors que nous
avons pu observer un abandon de certaines exploitations au cours de ces vingt dernieres
années, d’autres ont, quant a elles, augmenté en termes de superficie, avec une intensification
des productions, devenue possible avec la mécanisation (Utilisation de I'espace agricole,
2020). En effet, 'accroissement de la population humaine a nécessité une adaptation rapide
des techniques agricoles pour que les rendements augmentent au méme rythme. Cette
intensification reste d’actualité et risque de se maintenir dans le futur puisqu’une stabilisation
de la population humaine ne semble pas étre la tendance attendue pour les années a venir
(Pison, 2019). Allant de pair avec I'emploi de machines plus performantes pour accroitre les
rendements, l'arrivée de pesticides (fongicides, herbicides, insecticides, nématocides, ...) pour
lutter contre les indésirables des récoltes s’est mise en place (Aubertot et al., 2005). En effet,
a I'échelle mondiale, on considére que plus de 40% des récoltes sont attaquées par divers
nuisibles, provoquant de lourdes pertes alimentaires et économiques (Les services
écosystémiques en Wallonie, s.d.). Seulement, le probleme qui se pose avec I'emploi de ces
produits phytosanitaires réside dans les effets indésirables qu’ils provoquent puisqu’en plus
d’avoir un impact avéré sur la santé humaine, ils sont tout aussi néfastes pour I'environnement
(Barouki, 2013). Leurs actions sont multiples étant donné qu’ils peuvent s’infiltrer dans les sols,
étre emportés dans 'eau par ruissellement et se volatiliser dans I'air (Alix et al., 2005). Cela
signifie que des incidences défavorables touchent aussi des espéces non ciblées (van der
Werf, 1997). Dans le cadre des insecticides par exemple, certaines especes insectivores se
nourrissant de ravageurs se retrouvent dans des aires de chasse perturbées, avec un nombre
de proies devenu plus limité. De nombreuses études actuelles pointent du doigt ces pratiques
qui sont en partie responsables du déclin des populations d’oiseaux des milieux ouverts en
Europe (Hallmann et al.,, 2014 ; Bowler et al., 2019). Parmi les victimes indirectes, nous
pouvons également citer les chauves-souris européennes, dont le régime alimentaire se
compose principalement d’insectes. En plus du déclin des populations de proies, il est avéré
gue certains pesticides peuvent affecter leur technique de chasse, en les empéchant de
s’orienter correctement suite a une exposition prolongée a certaines toxines (Wu et al., 2020).
De plus, certains produits comme ceux contenant des composés organochlorés, dont
l'utilisation est devenue plus restreinte suite aux conséquences néfastes qu’ils peuvent
engendrer (bioaccumulation et persistance dans I'environnement) (Aligon et al., 2010), ont un
impact négatif bien connu sur les chauves-souris de tous les ages (Nabet, 2005). Ces
composeés, solubles dans les graisses, peuvent se propager dans tout 'organisme et ainsi
causer divers déreglements comme une perturbation endocrinienne, des probléemes dans le
stockage des graisses, un déclin du succés reproducteur voire la mort de l'individu (Nabet,
2005 ; Carravieri et Scheifler, 2012). C’est pourquoi certaines études préconisent de ne pas
utiliser de pesticides lors de la période de lactation de ces mammiféres puisque des toxines
peuvent se transmettre facilement de la mere au jeune voire de la mére au foetus en période
prénatale, entrainant la mise-bas d’individus mort-nés ou trop fragiles pour pouvoir survivre ou
se reproduire (Puig-Monserrat et al., 2020 ; Carravieri et Scheifler, 2012). A contrario,
'abandon des terres agricoles semble étre tout aussi néfaste puisque la plupart des espéces
de chauves-souris se nourrissent en partie dans un milieu ouvert ou semi-ouvert (Ancillotto et
al., 2017).

Suite aux effets indésirables des pesticides, une alternative a vu le jour il y a quelques
décennies : la lutte biologique. Celle-ci consiste en la réduction du nombre de nuisibles grace
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a l'introduction d’espéces non indigénes, généralement prédatrices des ravageurs, dans le
milieu d’'intérét (Jourdheuil et al., 1991). Encore une fois, la démarche consistant a introduire
des espéces peut parfois dégénérer, laissant le champ libre a ces espéces exotiques d’envahir
leur nouvel habitat, au détriment d’espéces indigénes (Hautier, 2003). C’est pourquoi le
meilleur compromis pour la nature semble étre I'inaction, en laissant la chaine alimentaire
jouer son réle avec des espéces prédatrices indigenes. Une seconde option serait de retourner
a des pratiques agropastorales traditionnelles, avec des petits troupeaux de bétail permettant
de ne pas modifier le paysage de fagon drastique et d’attirer certains insectes pouvant étre
mangés par leur prédateurs naturels (Ancillotto et al., 2017). A I'heure actuelle, nous n’avons
que peu d’informations sur le réle que pourraient avoir les chauves-souris dans la lutte
biologique, en région Wallonne. L’'objectif de ce mémoire sera d’obtenir de nouvelles données
au niveau régional sur cet intérét en agronomie, grace a I'étude du régime alimentaire d’une
espéce de chauves-souris autochtone a nos régions, le murin a oreilles échancrées (Myotis
emarginatus).

a) Généralités sur les Chiropteres

Le murin a oreilles échancrées est une espéce que I'on retrouve principalement en
Europe. Tout comme le reste des chauves-souris, elle appartient a I'ordre des Chiroptéres. Ce
dernier, décrit des 1779, est placé dans la classe des mammiferes. Au sein de cette classe,
ce sont les seuls qui ont la particularité de voler et c’est le second clade le plus représenté
aprés les rongeurs en termes d’espéces. En effet, on décompte environ 1400 espéces de
chauves-souris a travers le monde (Keck et al., 2021). Parmi elles, 24 ont été observées en
Wallonie. Les deux grandes familles présentes dans cette région sont les Rhinolophidea et les
Vespertillionidea. Malgré une grande diversité des tailles sur le globe, dont le record est détenu
par le renard volant (Acerodon jubatus) pouvant atteindre 1,70 métre d’envergure, les
chauves-souris wallonnes ne dépassent généralement pas les 50 cm en vol (Kirsch et al.,
2002 ; Kervyn et al., 2022).

Grace a la diversité de cet ordre, une longue liste peut étre établie quant aux services
écosystémiques rendus par les chauves-souris : la pollinisation et la dispersion des graines
par les espéces frugivores, I'attraction touristique, notamment avec des visites en grottes, et
laugmentation de la fertilité des sols et I'apport de nutriments grace au guano (Kasso et
Balakrishnan, 2013). Elles servent également de modéles pour des recherches dans des
domaines variés : en bioacoustique pour comprendre l'utilisation de leur sonar, en médecine
et virologie puisqu’elles ont permis le développement de traitements en médecine humaine et
en aéronautique grace a leur capacité de vol (Keck et al., 2021). Enfin, elles sont utilisées
comme des especes bio-indicatrices dans certains milieux. Cela signifie que leur sensibilité
face aux perturbations environnementales permet de traduire la qualité d’'un milieu. On peut
déduire que ce dernier est en bonne santé si 'espéce y est présente et abondante. Dans le
cas des chauves-souris, elles sont de bonnes indicatrices concernant les changements
climatiques et plus particulierement la variation des températures, la disponibilité en eau ou
encore la présence de contaminants dans I'environnement (Russo et al., 2021).

b) Techniques de chasses des chauves-souris européennes

Malgré la vaste gamme de régimes alimentaires au sein de cet ordre, 'ensemble des
especes retrouvées en Europe est insectivore. Pour attraper leurs proies, la plupart des
espéces utilisent I'écholocation. C’est une technique consistant a émettre des ultrasons par la
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bouche ou les narines, sons qui vont rencontrer un obstacle avant de revenir a I'émetteur
(Plecotus, s.d.). Cela permet d’informer le chasseur de la présence d’'une proie, de sa taille,
de la direction et de la distance qui la sépare de celui-ci (Chauves-souris du Canada, s.d.).
Cependant, ce n’est pas la seule technique employée chez les Chiroptéres puisque les
oreillards (Plecotus sp.), par exemple, peuvent chasser a I'ouie a l'aide de leurs grandes
oreilles (Kervyn et al. 2020). Les individus sont également capables de chasser grace a leur
vue (Plecotus, s.d.).

C) Cycle annuel des chauves-souris européennes

Dans nos régions, ces individus nocturnes ont un mode de vie variable selon les
saisons (figure 1).
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Figure 1 : Mode de vie des chauves-souris européennes (LPO)

En effet, dés le printemps, les chauves-souris sortent d’hibernation et vont quitter leur
gite d’hiver pour récupérer de I'énergie en chassant (figure 1 : période de transition de mars a
mai, vert). Au début de I'été, les femelles se réunissent en colonies dans des gites d’été, afin
de mettre bas et de s’occuper de leurs jeunes. Les types de gites sont variables d’une espece
a l'autre puisqu’il peut s’agir de grottes, d’arbres ou encore de constructions humaines (figure
1 : mise-bas & élevage des jeunes, rouge). Avant la fin de la saison, certains jeunes deviennent
indépendants et quittent la colonie. Les adultes vont, de leur c6té, entrer en période de
swarming, terme emprunté a I'anglais qui signifie “essaimage” (figure 1 : accouplements, vert).
Cela signifie que males et femelles vont se rejoindre pour s’accoupler avant le retour de I'hiver,
saison qui leur demande d’hiberner puisque la nourriture se fait rare. Dans certaines situations,
les jeunes restent aupres de leur mére et se rendent sur le site de swarming. Cela pourrait
étre une forme d’apprentissage pour les années futures (Chauves-souris du Canada, s.d.). Ce
lieu de rassemblement est important pour ces espéces puisqu’il peut également faire office de
gite d’hiver quelques mois plus tard (van Schaik et al., 2015). Suite a I'accouplement, la femelle
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va bloquer et conserver les spermatozoides dans son appareil génital pour qu’ils ne rentrent
en contact avec I'ovule qu’a la sortie d’hibernation, au printemps suivant. C’est ce que I'on
appelle 'ovulation différée. Cela permet de donner naissance a un jeune a la période la plus
propice pour qu’il survive tout en protégeant la femelle d’'une potentielle mort suite a une
utilisation intensive d’énergie lors de son hibernation (van Vyve, 2021). Lors de la période la
plus froide de I'année (figure 1 : hibernation, bleu), le choix de s’installer dans des cavités
permet aux individus de s’offrir une protection puisque les températures y restent plus ou
moins stables toute 'année et de jour comme de nuit (Natagora, s.d.). D’autres chauves-souris
préférent, quant a elles, utiliser cette énergie en migrant plus au Sud pour ne pas a avoir a
affronter ces températures basses. C’est le cas, par exemple, de la noctule commune
(Nyctalus noctula) et de la pipistrelle de Nathusius (Pipistrellus nathusii ; Natagora, s.d.).

d) Menaces et protection

Malgré leurs bénéfices, a I'heure actuelle, de nombreuses populations de chiroptéres
sont en déclin partout dans le monde. La Wallonie ne fait pas exception puisqu’une
comparaison de recensements de 1939 a 1952 et de 1995 a 2008 a permis de remarquer un
déclin marqué chez plusieurs especes comme le grand rhinolophe (Rhinolophus
ferrumequinum), le petit rhinolophe (Rhinolophus hipposideros) et la barbastelle commune
(Barbastella barbastellus) sur le territoire (Kervyn et al., 2009). Parmi les principales menaces
pesant sur ces espéces, on retrouve la diminution de leurs gites, 'augmentation de I'utilisation
des pesticides en agriculture et les préjugés qui persistent sur elles (Eurobats, s.d.). En effet,
malgré les apports positifs que rendent les chauves-souris aux étres humains, ces derniers
ont de nombreux avis négatifs sur elles. Parmi les idées regues qui sont exprimées le plus
fréquemment, on peut retrouver la comparaison aux vampires qui fait référence aux trois
espéces hématophages, appartenant toutes a la famille des Phyllostomidae, présentes
uniguement en Amérique du Sud, a savoir Desmodus rotundus, Diaemus youngi et Diphylla
ecaudata (Keck et al., 2021).

Afin de remédier a ces jugements négatifs et au déclin de certaines populations, des
actions de protection et de sensibilisation sont menées et de nombreuses especes ont obtenu
un statut de protection grace a diverses lois. En effet, au sein de I'Union européenne,
I'entiéreté des espéces est protégée grace a ’Annexe Il de la « Convention de Berne relative
a la conservation de la vie sauvage et du milieu naturel de 'Europe », convention internationale
de 1979 et a 'annexe Il de la « Convention sur la conservation des espéces migratrices », plus
connue sous le nom de « Convention de Bonn », datant de la méme année. En Wallonie,
'Annexe lla du « Décret relatif a la conservation des sites Natura 2000 ainsi que de la faune
et de la flore sauvages » de 2001, issu des directives européennes 79/409/CEE « Oiseaux »
et 92/43/CEE « Faune-Flore-Habitats », de 1992 protége également les chauves-souris. Il offre
un statut de protection plus strict aux chauves-souris puisqu’il comprend l'interdiction de
capturer, de perturber et de tuer des individus. Il est également fait mention d’'une protection
de leur habitat, incluant leurs différents gites et terrains de chasse (Plecotus, s.d. ; Kervyn et
al., 2022).

En plus de ces lois, des Asbl comme Natagora, et plus particulierement son péle de
protection des chauves-souris, Plecotus, ont mis en place une série d’actions pour la protection
des chauves-souris. lls réalisent notamment des suivis, inventaires et actions de protection



pour les Chiropteres (Plecotus, s.d.). De plus, quelques interventions concrétes ont vu le jour
dans la région grace a des partenariats entre différents acteurs de la conservation.

1. Présentation de I’espéce
a) Le murin a oreilles échancrées (Myotis emarginatus)

Dans le cadre de ce mémoire, l'intérét se porte sur une espéce en particulier : le murin
a oreilles échancrées (Myotis emarginatus). Tout comme les autres murins, il appartient a la
famille des Vespertilionidés. A 'age adulte, les individus pésent entre 7 et 15 grammes et ont
une envergure qui peut atteindre les 245 mm. Leur aire de répartition s’étend dans tout le
bassin méditerranéen en s’étirant, a I'est, jusqu’en Iran. La latitude nord la plus haute est située
en Belgique (figure 2).

Figure 2 : Aire de répartition du murin & oreilles échancrées (MNHN)

C’est une espece dont les colonies rassemblent généralement entre 50 et 600 femelles
et jeunes mais il n’est pas rare de retrouver des groupes avec un nombre d’individus encore
plus élevé. On peut les observer dans les combles de constructions humaines ou dans des
cavités aux latitudes plus basses, parfois accompagnés de grands rhinolophes (Rhinolophus
ferrumequinum ; Annexe 1). Les murins a oreilles échancrées males semblent quant a eux
solitaires (Frantz et al., 2022). Cette espéce se nourrit principalement d’araignées, d’opilions,
de diptéres, de Iépidoptéres, de névroptéres, d’hémiptéres et de coléoptéres (Bensettiti et
Gaudillat, 2004). Les individus chassent dans des milieux variés tels que des étables, des
foréts, des vergers ou encore des jardins, situés a 10km maximum de son gite. Leur technique
de chasse appelée « glanage du feuillage » leur permet d’ingérer des proies qui ne sont pas
en mouvement (Kervyn et al., 2022). Les araignées peuvent étre prélevées directement sur
leur toile et les insectes lorsqu’ils sont posés. Cette espéce a ses gites d’hiver (les grottes
naturelles et cavités artificielles telles que d’anciennes carriéres souterraines, tunnels, caves,
anciens fours a chaux, ...) et d’été (principalement des combles ou des étables) peu distants
'un de l'autre (Bensettiti et Gaudillat, 2004).

Tout comme les autres chauves-souris de I'Union Européenne, cette espéce a un statut
de protection strict repris dans les différentes annexes des conventions et décrets entrées en
vigueur en Wallonie entre 1979 et 2001 (Kervyn et al., 2022 ; Eurobats, s.d.). Elle apparait
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dans la liste rouge de I'UICN (Union Internationale pour la Conservation de la Nature) en « LC
= Least Concern = Préoccupation mineure » au niveau mondial mais en « NT = Near
Threatened = Quasi menacée » en Wallonie (Smits & van Vyve, 2021).

Actuellement, les principales menaces qui pésent sur Myotis emarginatus sont la
fragmentation de son habitat et l'intensification de I'agriculture (Eurobats, s.d. ; Kervyn et al.,
2022). Cette fragmentation a entrainé un déclin des populations en Wallonie entre 1960 et
1990 puisque la Belgique est I'un des pays européens dont la scission du paysage est la plus
marquée (Frantz et al., 2022). En regardant la figure 3 ci-dessous, on remarque que le nombre
de colonies connu a tout de méme augmenté entre 1930 et 2019 dans la région. En revanche,
ce sont des observations a prendre avec parcimonie. En effet, celles-ci peuvent s’expliquer
par des modifications qui ont eu lieu dans les recensements au cours du temps : ils ne sont
pas forcément effectués tous les ans, de nombreux volontaires non scientifiques rejoignent
I'équipe chaque année et de plus en plus d’endroits sont accessibles et inspectés, ce qui peut
aller de pair avec 'augmentation du nombre de populations. (Nyssen et al., 2017).

Myotis emarginatus
® 1930~ 2000
B 2001 - 2019

Figure 3 : Localisation des colonies de murins a oreilles échancrées (Myotis emarginatus) en Wallonie
(Biodiversité Wallonie)

En définitive, a I'heure actuelle, peu d’informations sont connues dans notre région a
propos de la tendance que semblent suivre les populations. En effet, elles sont parfois
considérées comme « stables » (Kervyn et al., 2022), parfois plus alarmistes puisque I'on décrit
un déclin qui persiste depuis 50 ans (Plecotus, s.d.). Cependant, 'espéce est passée de “En
danger” en Wallonie en 2007 a “Quasi menacée” en 2021 ce qui semble étre plutdt
encourageant. Cette modification est due a des recensements (hivernaux et en colonies), des
captures et a des données acoustiques ponctuelles effectués pour cette espéce (Smits & van
Vyve, 2021).

b) Etudes sur le régime alimentaire

Si le choix s’est porté sur M. emarginatus, c’est pour l'intérét que I'on porte a son double
régime alimentaire qui semble s’étre établi en parallele avec le développement de terres
agricoles, et plus particulierement avec la construction de fermes. Cela signifie que 'Homme
aurait pu influencer le régime alimentaire de certains individus au cours du temps. En effet,
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d’aprés une étude réalisée en Belgique (Kervyn et al., 2012), il semblerait qu’une dualité existe
dans leur régime alimentaire, qui différerait selon la localisation du gite d’été. D’'un cété, les
colonies s’établissant a proximité des foréts apparaissent se nourrir essentiellement
d’araignées et, de l'autre, les colonies proches des étables se nourriraient plus de dipteres des
genres Musca et Stomoxys, et plus particulierement, les especes Musca autumnalis et
Stomoxys calcitrans que I'on retrouve aisément dans les étables, au contact du bétail (Kervyn
et al., 2012 ; Steck et Brinkmann, 2006). Ces deux espéces sont en partie connues pour étre
des vecteurs de pathogenes chez les bovins. Parmi ces pathogénes, on retrouve la bactérie
Besnoitia besnoiti, provoquant la besnoitiose bovine qui peut, entre autres, provoguer une
diminution de la production laitiere (Sharif, 2018).

Actuellement, plusieurs études effectuées dans le bassin méditerranéen et dans le Sud
de I'Allemagne mettent en évidence la présence d’'un important pourcentage de ces diptéres
dans la composition du guano analysé chez Myotis emarginatus (Steck et Brinkmann, 2006 ;
Vallejo et al., 2019). Cependant, ce n’est pas le seul ordre fréquemment rencontré puisqu’une
comparaison de 5 études effectuées en Europe (Steck et Brinkmann, 2006 ; Goiti et al., 2011
; Kervyn et al., 2012 ; Vallejo et al., 2019 ; Alberdi et al., 2020) a mis en évidence des présences
de diptéres, lépidoptéres, araignées, coléoptéres et névroptéres. Dans I'étude réalisée par
Kervyn et al. (2012), seule étude menée en Wallonie, les 3 ordres prédominants sont les
diptéres, les Iépidoptéres et les araignées. L'ensemble de ces ordres est cohérent avec le
régime alimentaire de I'espéce tel que synthétisé dans le tome 7 des “Cahiers d’Habitats
Natura 2000”, traitant des espéces animales (Bensettiti et Gaudillat, 2004).

De par leur mode de vie insectivore, les chauves-souris européennes apportent de
nombreux bénéfices a 'Homme et plus particulierement dans le domaine de I'agriculture
puisqu’elles se nourrissent en partie de ravageurs des récoltes (Aizpurua & Alberdi, 2020). En
effet, une série d’études réalisées sur le régime alimentaire des chauves-souris insectivores
ont su établir, grace a la récolte de guano, lidentité et la proportion des proies ingérées,
comprenant notamment de nombreuses d’espéces ravageuses.

Parmi les ravageurs régulierement consommeés par ces mammiféres en Europe, on
retrouve plusieurs especes de |épidoptéres nocturnes, des diptéres comme le moucheron
asiatique (Drosophila suzukii), des coléoptéres dont Lissorhoptrus oryzophilus et des
hyménopteres (Andriollo et al., 2021 ; Montauban et al., 2021 ; Puig-Monserrat et al., 2020).
Cependant, la plupart de ces études ont été réalisées dans d’autres parties de I'Europe, sous
des climats méditerranéens. Il existe actuellement peu de résultats analogues sous des
climats plus tempérés (tels qu’en Wallonie) en Europe, a I'exception d’une étude récente, de
2021, sur les ravageurs dans les vergers wallons. Ce travail a permis de découvrir que, dans
notre région, la pipistrelle commune (Pipistrellus pipistrellus) joue un réle majeur sur le déclin
des populations de Drosophila suzukii (Dekeukeleire et al., 2021). Cette derniere est une
espéce originaire du Sud-Est de I'Asie qui a été introduite en 2008 en Europe, au travers du
commerce international effectué par les Hommes. Ce diptére s’est rapidement étendu sur tout
I'Ouest du continent européen. Les larves de D. suzukii se nourrissent de la chair des fruits,
induisant une diminution des rendements dans les vergers, ce qui engendre un probléme
économique important au niveau européen (Cini et al., 2012).



2. Présentation de I’étude

a) Intérét du mémoire

L’intérét de ce mémoire est porté sur la variation du régime alimentaire des colonies de
Myotis emarginatus en se focalisant sur ’ADN retrouvé dans du guano grace a la technique
du metabarcoding, méthode privilégiée actuellement lors d’études sur le régime alimentaire
(Andriollo et al., 2018, Vallejo et al., 2019 ; cf. Il. Matériel et Méthodes). Cette recherche va
nous permettre d’étudier la composition du régime alimentaire des individus et de la comparer
entre les localités et au cours de la période de formation des colonies. L’ensemble de ces
observations nous méne a la problématique suivante :

« Quelle est la composition du régime alimentaire d’une espéce de chauves-
souris insectivore tempérée (Myotis emarginatus) au cours de la période de
mise bas et d’élevage des jeunes en Wallonie ? »

Lors de la recherche dans la littérature, un seul article sur le régime alimentaire de
Myotis emarginatus a été rédigé en Wallonie (Kervyn et al., 2012). Comme mentionné dans le
point 1.b) de l'introduction, les autres études européennes sur le régime alimentaire du ME ont
été effectuées sous un climat méditerranéen. Cependant, cette étude de 2012 n’a intégré
qu’un nombre restreint de sites et n’a été basée que sur une identification morphologique des
proies dans le guano, rendant ces identifications peu précises. En comparaison de I'étude
effectuée par Kervyn et al (2012), notre étude sera effectuée sur deux fois plus de colonies de
reproduction, distribuées sur une aire géographique plus vaste. Les outils génétiques utilisés
dans notre mémoire apporteront également une information beaucoup plus précise, par
rapport aux approches précédemment effectuées.

Notre étude pourrait ainsi constituer un point de référence pour cette méme région,
étant donné le lieu, I'espéce cible, 'emploi de la génétique et les colonies choisies (figure 6,

page 9).
b) Objectifs et hypothéses

Le premier objectif () de cette étude est de réaliser une analyse poussée de la
composition du régime alimentaire de Myotis emarginatus, grace a 'emploi du métabarcoding
sur des échantillons de guano, afin d'évaluer si le type de proies ingérées par ce mammifére
differe au cours de la période de mise bas et d’élevage des jeunes (trois dates de prélévement
estivales). Cela nous permet d’émettre cette premiére hypothése :

Hypothése |1 = La composition du régime alimentaire du murin a oreilles échancrées (Myotis
emarginatus) différe au cours de la période de mise bas et d’élevage des jeunes.

Ensuite, en lien avec la localisation géographique des colonies de reproduction, et sur
base des mémes échantillons, le second objectif (II) de ce mémoire sera de vérifier s'il existe
une variation en termes d’alimentation selon I'environnement des individus. Grace a la
littérature disponible, nous avons connaissance que la composition du guano pourrait différer
selon le recouvrement forestier et I'utilisation d’étables comme zones de chasse de notre
espéce d’intérét (cf. 'étude de Kervyn et al., 2012).



L’ensemble de ces informations permet de formuler les hypothéses suivantes :

Hypothese II11 = Les colonies de murins a oreilles échancrées (Myotis emarginatus) a proximité
d’étables ou de batiments avec du bétail se nourrissent essentiellement de diptéres.

La vérification de la chasse dans des infrastructures agricoles sera réalisée grace a
l'identification de traces d’ADN appartenant au bétail dans le guano des murins a oreilles
échancrées. En effet, les murins a oreilles échancrées, en se nourrissant de diptéres piquant
ou se nourrissant sur les bovins, porteront ces traces d’ADN de Bos taurus. Ces chauves-
souris joueraient dés lors un réle dans la réduction de la population de ces insectes.

Hypothése 112 = Les colonies de murins a oreilles échancrées (Myotis emarginatus) établies a
proximité des foréts se nourrissent essentiellement d’araignées.

Finalement, un troisieme objectif (lll), purement méthodologique, visera a comparer
deux paires d’amorces (ciblant deux régions du gene d’intérét), souvent utilisées dans le cadre
d’études sur le régime alimentaire des chauves-souris. Cette comparaison permettra de
confirmer ou non l'intérét d’une telle stratégie pour une étude précise du régime alimentaire
d’'une espéce de mammifére.



1. Matériel et Méthodes

l. Materiel
1. Récolte du matériel biologique, le guano

La récolte du matériel biologique a été réalisée de fin mai a mi-aot 2021. Elle a porté
sur 6 colonies de reproduction wallonnes de Myotis emarginatus. Parmi elles, 3 sont des
colonies simples, ou I'on ne retrouve que le murin a oreilles échancrées : Rochefort, Aubel et
Aulne. Les 3 autres colonies sont mixtes puisqu’une espéce supplémentaire est présente, a
savoir le grand rhinolophe (Rhinolophus ferrumequinum). Celles-ci se situent a Orval, Freyr et
Durbuy (figure 4). Elles ont été choisies par rapport au nombre d’individus présents (connu
grace a des recensements annuels menés par Plecotus), leur localisation (le but étant d’avoir
des colonies espacées pour travailler a I'échelle de la Wallonie) et I'accessibilité au gite.
Chaque colonie a été visitée 3 fois, a environ 4 semaines d’intervalles. Ces 3 visites seront
reprises sous le terme de “Session 1, 2 et 3" dans le reste de ce manuscrit. De plus, la colonie
de Rochefort a fait I'objet d’'un article scientifique similaire il y a 10 ans (Kervyn et al., 2012).
Ceci permettra de réaliser une comparaison entre les échantillons/protocoles passés et
actuels.

Emplacements des colonies de murins & oreilles échancrées prospectées en Wallonie, 2021

oJ!\ul:ual

Aulne Durbuy
1T Rocheort

Colonies de murins & oreilles échancrées Orval
e Emplacement des colonies
Auteur | DELAUMAY E. (2022)
Source : WalOnMap ; Fond de
0 5 50 75 100 km carle SPW léger - Service de
| | ] visualisation REST (2019)

Figure 4 : Sites de récolte du guano dans des colonies de Myotis emarginatus, Belgique

Dans les colonies de reproduction, entre 2 et 4 caisses transparentes, de 2 tailles
différentes (57 x 79 cm et 28 x 39 cm), ont été installées au sol de chaque batiment afin de
récolter du guano (tableau 1). Ces caisses ont été posées 1h avant le coucher du soleil et
récupérées 2h apres le lever du soleil le jour suivant. Ces horaires ont été choisis afin de
minimiser le dérangement des chiroptéres en pleine journée, durant leur période de repos et
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de maximiser la qualité de 'ADN dans le guano en le récoltant le plus rapidement possible. Le
nombre et la disposition des caisses dépendant fortement de 'agencement de chaque gite,
nous n’en ferons pas le détail ici. Dans les colonies mixtes (Myotis emarginatus et Rhinolophus
ferrumequinum, figure 5), 'appartenance du guano a la bonne espéce a été déterminée par
séquencage du fragment du géne Cytochrome c¢ oxydase sous-unité | (COI), comme proposé
par Galan et al. (2017), permettant a la fois la détection des proies ingérées et I'identification
de I'espéce de chauve-souris échantillonnée.

Dans ces caisses, des papiers buvards de 5x5 cm ont également été disposés. Deux
fragments de ces buvards ont été récoltés et analysés de maniere similaire aux échantillons
de guano, afin de servir de contréles négatifs d’échantillonnage. Cette stratégie permet
d’évaluer la présence d’éventuelles contaminations environnementales.

ferrumequinum, dont certains portant un jeune sur le ventre (Quentin Smits)

Chaque échantillon de guano a été récolté grace a des pinces stériles a usage unique et
conservé individuellement dans 1 mL d’éthanol pur, technique privilégiée lors de capture en
terrain (Ando et al., 2020). Suite a cette récolte, 292 échantillons ont été analysés en
laboratoire et 200 ont été identifiés, grace au séquengage, comme appartenant au murin a
oreilles échancrées (tableau 1).
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12
12
12
13
12
7
8
5
22
18
26
0
1
3
12
13
3 11

Tableau 1 : Type de batiment Nombre d’échantillons de murin a oreilles échancrées par session
d’échantillonnage et localité

Aubel Ferme

Aulne Abbaye

Durbuy Eqglise

Freyr Chéateau

Orval Abbaye

NP WNEFEPE WNEFEPEWNMNPEPEWNEPE WDNPRP

Rochefort Maison

Entre 11 et 13 échantillons de guano ont été récoltés par session pour les 3 colonies
exclusivement composées de murins a oreilles échancrées. Un nombre plus variable
d’échantillons a été analysé pour les 3 colonies mixtes puisque certains échantillons
appartenaient au grand rhinolophe (cf. Résultats ; 1.b) i. Détection des échantillons de Myotis

emarginatus).

ii. Méthodes
1. Metabarcoding

Au cours des étapes du métabarcoding (figure 6), les fragments d’intérét, une fois identifiés
par des amorces spécifiques, sont amplifiés par PCR. lls sont ensuite séquencés avant d’étre
confrontés a des bases de données pour déterminer a quelle espéece ils appartiennent
(Aizpurua et al.,, 2018). Il s’agit d'une méthode non invasive puisqu’il ne faut pas
nécessairement réaliser de captures pour récupérer les matiéres fécales des individus.

La méthode du métabarcoding est particulierement adaptée dans le cadre de notre
recherche car elle permet d’identifier des fragments d’ADN présents, méme en d’infimes
quantités, dans le guano d’un individu. Les deux barcodes employés ici (décrits dans la section
2.b) i. Premiére amplification par PCR avec des amorces spécifiques du géne d’intérét) sont
tous deux des fragments du gene mitochondrial Cytochrome ¢ oxydase sous-unité | (COl),
couramment utilisé dans le cadre d’études sur le régime alimentaire puisqu’il comporte
différents avantages. Ce géne comporte une grande variabilité interspécifique mais une faible
variabilité intraspécifique, permettant une discrimination et une identification taxonomique
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précise des proies, grace au design d’amorces dites « universelles » fonctionnant sur un grand
nombre d’espéces (Warot, 2018 ; Hebert et al., 2003). De plus, 'un des deux barcodes
employés (issu de Galan et al. 2017) permet a la fois la détection des proies ingérées et
l'identification de I'espéce de chauve-souris échantillonnée, en ciblant les taxa eucaryotes de
chordés et de non-chordés. Cet avantage est particulierement utile afin d’associer le guano
récolté a I'espéce auquel il appartient dans les colonies mixtes (Myotis emarginatus et
Rhinolophus ferrumequinum, figure 5).

1 2 3 - 5 6

Collect an DNA extraction
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Figure 6 : Etapes de metabarcoding dans le cadre d’'un prélévement environnemental (Nature Metrics)

2. Laboratoire
a) Extraction d’ADN

L'objectif de cette manipulation est d’extraire 'ADN de nos échantillons, le guano.
L’ensemble du protocole est basé sur le guide d'utilisation “QlIAamp® Fast DNA - Stool Mini
Handbook” de février 2020 (voir les détails en Annexe 2).

b) Préparation des échantillons pour le séquencage a haut débit
i. Premiere amplification par PCR avec des amorces spécifiques du géne d’intérét

La premiére étape consiste a amplifier le fragment d’intérét. Pour cela les amorces (des
deux sens : reverse et forward) sont mises en solution. Ce sont elles qui permettent cette
amplification. Elles sont représentées en vert/jaune/bleu la figure 7 ci-dessous. Ces amorces
sont composées de 3 parties : (1) la partie qui va se fixer sur 'ADN, dont la séquence est
détaillée tableau 2 et en bleu sur la figure 8, (2) un espace d’hétérogénéité. Ce dernier est une
modification apportée auxdites séquences par ajout de maximum 5 bases, afin d’augmenter
leur hétérogénéité et d’avoir ainsi des amplicons divers et de bonne qualité (Fadrosh et al.,
2014). (3) La partie verte sert quant a elle, a fixer les index ajoutés en PCR 2.
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PCR1 (40 cycles): gene-specific amplification

PCR1 forward "
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primer 5 o

<
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Target DNA

PCR1 forward pnmer sequence (LepFl MISeq)
5 ¢ «TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG(
ATTCHACDAAYCAYAARGAYATYGC ;—3'

PCR1 reverse primer sequence (PT-long- uan -MiSeq):

5'=GTCTCCTGGGCTCGGAGATGTGET,

ACTATAAAARAMAYTATDAYAAADGCRTG=3'

ATAAGAGACAG(

/C/GC/TGC/CTGC/ )

ads-1adie |

~
J
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PCR1 reverse
primer
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-

/G/CT/TGG/CGCG/ )

Figure 7 : Schéma de la construction des librairies grace a I'approche “two-step PCR”.
PCRL1 : ajout des primers spécifiques du fragment d’intérét. Adapté de Galan et al. (2017)

Le choix des primers (mot emprunté de I'anglais signifiant « amorce ») s’est basé sur
différentes études effectuées sur Myotis emarginatus. L’objectif est d’avoir des amorces
détectant aussi bien I'espéce de chauves-souris qui a produit le guano que les proies
retrouvées dans ce méme guano, et ce au plus haut niveau taxonomique possible (Tournayre

et al.,

2020). Un autre aspect important a été considéré, a savoir que les séquences d’ADN

obtenues puissent étre comparées a celles existant dans les bases de données. C'est
pourquoi, notre choix s’est tourné vers deux paires de primers se complémentant pour ces
critéres. L'utilisation de deux paires d’amorces différentes, utilisées pour amplifier ’ADN lors
de la PCR 1 va permettre de vérifier les avantages et inconvénients de chacune d’entre elles
en comparant leurs résultats. Les récentes études ont en effet montré que des différences de
régime alimentaire étaient observées en fonction du type d’amorce utilisé. Un régime
alimentaire plus exhaustif est ainsi obtenu en combinant les résultats obtenus avec des paires

d’amorces différences (Tournayre et al.,

Nous avons choisi la paire ZBJ-ArtF1 et ZBJ-ArtR2c (Zeale et al.,

2020).

2011) tres utilisée

dans les études de régime alimentaire de chauves-souris, ce qui permettra de confronter nos
résultats a une large gamme de séquences présentes dans les bases de données. Cependant,
le principal inconvénient de ce couple de primer est la mauvaise détection des especes de
chauves-souris (Tournayre et al., 2020). De plus, ce couple d’'amorces est non dégénéré (c’est
a dire dont toutes les positions correspondent aux 4 bases d’ADN : A, T, C et G ; Tableau 2)
et apparait biaisé envers certains taxa, en l'occurrence, les lépidoptéres et les diptéres (Clarke

et al.,
autres.

2014). Cela signifie qu’ils vont plus aisément identifier ces ordres au détriment des

Nous avons ainsi décidé d’utiliser un couple de primers complémentaire, LepF1-MiSeq
et EPT-long-univR-MiSeq, amorces qui sont hautement dégénérées (C’'est a dire dont
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certaines positions peuvent correspondre a plusieurs bases ; Tableau 2 ; Galan et al., 2017).
Ces primers ciblent ainsi une large diversité d’espéces, notamment des chauves-souris.
Cependant, les bases de données sont moins riches concernant le fragment du géne COlI,
amplifié par ces amorces. Cela peut potentiellement diminuer le pouvoir de résolution pour
certains groupes d’invertébres.

Pour la suite de la rédaction, les amorces ZBJ-ArtF1 et ZBJ-ArtR2c seront appelées
“Zeale” et les amorces LepF1-MiSeq et EPT-long-univR-MiSeq seront nommeées “Galan”.

ZBJ-ArtF1 5- AGATATTGGAACWTTATATTTTATTTTTGG -3’ Forward
ZBJ-ArtR2c 5- WACTAATCAATTWCCAAATCCTCC -3 Reverse
LepF1-MiSeq 5- ATTCHACDAAYCAYAARGAYATYGG -3 Forward
EPT-long-univR-MiSeq 5- ACTATAAARAARATYATDAYRAADGCRTG -3’ Reverse

Tableau 2 : Amorces utilisées pour la PCR 1 (Zeale et al., 2011 ; Galan et al., 2017)

Le mix de la PCR 1 a été réalisé dans un volume total de 25 pL par échantillon. Il a été
réalisé par 'homogénéisation des composants suivants dans un tube de 10 mL, par ordre
décroissant de volumes : I'eau, le buffer (KAPA HiFi Buffer®), les amorces (diluées a 10uM),
les dNTPs et la Taq polymérase. Dans notre cas, cette Taq est la KAPA HiFi HotStart DNA
Polymerase®, commercialisée par Roche, utile pour le séquencage NGS (Next Generation
Sequencing). Ensuite, dans des plaques 96 puits de PCR, nous avons réparti dans chaque
puits 21 yL du mix auquel ont été ajouté 4uL d’ADN, a I'exception d’un puits ne contenant pas
d’échantillon car il servait de blanc négatif, témoin dans lequel aucun ADN n’a été ajouté.

Chaque plaque a alors été chargée dans une machine PCR suivant le programme
décrit dans le Tableau 3, préalablement optimisé pour nos échantillons.

Chauffer ’appareil 112 °C /

Dénaturation initiale 95°C 3 minutes

Début des 38 cycles

Dénaturation 98°C 30 secondes
Hybridation (amorces Galan) 45°C 45 secondes
Hybridation (amorces Zeale) 52 °C 30 secondes

Elongation initiale 72°C 30 secondes

Fin des 38 cycles
Elongation finale 72°C 2 minutes

Préservation de I’échantillon 10°C Infini
Tableau 3 : Etapes de la PCR, optimisées d’apres le guide d’utilisation KAPA BIOSYSTEMS
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. Vérification de la PCR par électrophorese sur gel d’agarose

Afin de vérifier nos fragments d’ADN suite a la PCR, des gels d’agarose a 1% ont été
réalisés. Il est nécessaire de les faire en mélangeant de I'agarose, du TAE et du Midori, un
agent intercalant qui se fixe aux brins d’ADN et qui révéle un signal lumineux lorsqu’il est
soumis a de la lumiére UV.

Ainsi, une fois la PCR achevée, les échantillons sont placés dans le gel d’agarose, lui-
méme placé dans une cuve contenant du TAE. Il doit étre complétement immergé pour que le
flux électrique fasse migrer 'ADN par la suite. Afin de pouvoir observer les futures bandes sur
le gel et d’alourdir les produits PCR pour qu’ils se déposent au fond des puits, nous les avons
mélangés au préalable a une solution tampon de couleur verte (5X Green GoTag® Reaction
Buffer ; 2uL buffer + 4 pL produit PCR). Dans le premier puits, I'échelle de taille (ou ladder),
est chargée puisque ce produit contient une solution d’ADN standard de tailles échelonnées
toutes les 100 paires de bases, afin de pouvoir évaluer la taille de nos échantillons. La machine
fonctionne a 100 Volt pendant 30 minutes puis le gel est sorti et mis dans une autre machine,
iBright™ FL1000 Imaging System, qui émet de la lumiére UV afin de visualiser la migration
des bandes d’ADN. Cela permet de mettre en évidence les bandes d’amplification pour vérifier
le bon fonctionnement de la PCR. Pour cela, il faut une bande nette visible pour notre géne et
non des bandes parasites, moins brillantes, qui sont des co-produits ou des diméres de
primers, indésirables dans notre manipulation.

Il est & noter que nous avons uniquement eu recours a ces électrophoréses afin de vérifier
la qualité des produits PCR lors de la phase d’optimisation du protocole de laboratoire.

iii. Premiére purification

La purification 1 est une technique visant a générer un échantillon pur d’ADN (détails en
annexe 2). Cette méthode implique la fixation de 'ADN, chargé négativement, a des billes
métalliques a l'aide d’'un aimant et le retrait du liquide dans lequel il était conservé jusqu’alors.
L’éthanol a été utilisé pour rincer les puits, pour qu'’il ne reste que 'ADN. Enfin, le tampon, du
Tris dilué (49 mL d’eau pure pour 1 mL de Tris) a été ajouté dans chaque puits. C’est dans
celui-ci que 'ADN a finalement été conservé. A la fin de la purification, nous avons transféré
25 uL d’échantillon purifié sur une nouvelle plaque PCR. Cette derniére doit étre refermée
avec de I'aluminium (spécifique pour les plaques 96 puits) et conservée au congélateur.

Toutes les étapes d’attente réalisées pendant la purification correspondent au temps que
va mettre 'ADN soit a se fixer aux billes, soit a s’en détacher.

iv. Seconde amplification par PCR : fixation des index sur chaque échantillon

Le mix de la PCR 2 a été réalisé dans un volume total de 15 pL par échantillon et a 'aide
des mémes solutions que pour la PCR 1, hormis les amorces. Une fois le mix réalisé, nous
avons transféré 10.5 pL de celui-ci dans chaque puits, sur une plague PCR 96 puits. Ensuite,
les différentes combinaisons de tags (= index) ont été ajoutées dans chaque puits (1,5 pL par
tag), pour que chaque échantillon ait son propre code permettant de l'identifier. Dans le cas
présent, les index utilisés sont les Nextera XT (lllumina), qui appartiennent a deux grands
groupes : les « i5 » et les « i7 » (lllumina 2021). A nouveau, les amorces utilisées sont
composées de 3 parties : (1) les index a proprement parler, représentés en rouge sur la figure
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8. (2) des adaptateurs (orange ; figure 8) qui seront utiles au moment du séquencgage puisqu’ils
permettent la fixation a la flow cell (lame de verre qui comporte des sites spécifiques, des
oligonucléotides, complémentaires de ces adaptateurs ; Piro, 2020). (3) Enfin, la partie verte
sur la figure 8 est une suite de nucléotides, complémentaire a I'extrémité verte de 'amorce
(figure 7). Une fois sur la flow cell, ce sont les amorces qui vont initier le séquencage des

fragments d’ADN.

PCR2? indexed P5

PCR2 (8 cycles): sample-specific indexing

primer
er PS5
Index i5 %
PCR1 product
PCR2 indexed PS5 primer sequence:
5 ' ~ARTGATACGGCGACCACCGAGATCTACACNNNNNNEN TCGTCGGCAGCGTC-3
PCR2 indexed P7 primer sequence:
5 —CRAGCACAAGACGGCATACGACATHNNNNNNN GTC TOGTGGOCTOGE-3 1

"see i5 (n=32] and {7 (n=48) index sequences in Korich et al 2013

-‘Index i7

PCR2 indexed P7
primer

Figure 8 : Schéma de la construction des librairies grace a I'approche “two-step PCR”. PCR 2 : Ajout
des tags pour identifier chaque échantillon. Adapté de Galan et al. (2017)

La plaque a ensuite été refermée a I'aide d'une feuille d’aluminium avant d’étre mise a
la centrifugeuse a 2000 rpm tout comme la plaque préparée lors de purification 1. Ensuite, 1.5
ML de chaque échantillon d’ADN purifié a été transféré dans les puits de la plaque PCR 2.
Enfin, la seconde PCR a été mise en marche, en mettant nos échantillons dans le
thermocycleur avec le programme suivant (Tableau 4).

Chauffer I'appareil

Dénaturation initiale

Dénaturation

Hybridation

Elongation initiale

Elongation finale

Préservation de
I’échantillon

112 °C

95°C
Début des 8 cycles

95°C
55°C
72°C

Fin des 8 cycles
72°C
10°C

Tableau 4 : Etapes de la PCR 2
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3 minutes
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30 secondes
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5 minutes
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V. Seconde purification

La purification 2 s’est déroulée suivant le méme protocole que la purification 1, avec 'ADN
issu de la PCR 2 réalisée précédemment. Le volume d’ADN amplifié initial étant de 15 L, le
volume de billes a été modifié en conséquence. Au final, 15 uL d’ADN purifié ont été transférés
sur une nouvelle plaque 96 puits.

Vi. Quantification de 'ADN des échantillons

La quantification est une étape qui peut se réaliser avant et/ou aprés I'étape de PCR. Dans
notre cas, elle a été réalisée apres, afin de vérifier s’il y a eu amplification d’ADN.

Nous avons réalisé une quantification au Picogreen (informations complémentaires en
annexe 2). C’est un agent fluorescent, se liant entre deux brins d’ADN pour les faire fluorescer
a une certaine longueur d’'onde, selon leur absorbance. Notre protocole se basait sur celui
d’Invitrogen “Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Reagent and Kit” (ThermoFischer, 2022). Aprés
dilution du tampon TE (concentration 20x a 1x), il a fallu réaliser des standards d’ADN
(données extrémes). Ces standards ont permis de tracer des droites d’étalonnage : la moitié
des concentrations étaient en « high range » (HR), c’est-a-dire en hautes concentrations et
'autre moitié, en « low range » (LR), donc a concentrations faibles. Pour les réaliser, nous
avons dilué 50 fois du standard (Concentration initiale = 100ng/ul) dans du TE, nous donnant
une solution avec une concentration forte (2ng/ul). Puis, une partie de cette solution a été
diluée 40 fois, permettant d’obtenir une solution a faible concentration (0.05ng/ pl) (tableau 5 ;
ThermoFischer, 2022).

100ul de 2ng/ul + 100ul de picogreen 200ng dans Vtotal de 200pl 1000ng/mi

10pl de 2ng/ul + 90ul de TE + 100pI de pico 20ng dans Vtotal de 200ul 100ng/mi
1pl de 2ng/ul + 99ul de TE + 100pl de pico 2ng dans Vtotal de 200pl 10ng/mi
"HR4| 0,5l de 2ng/ul + 99,5l de TE + 100pl de pico 1ng dans Vtotal de 200l 5ng/ml

100ul de 0,05ng/pl + 100ul de pico 5ng dans Vtotal de 200pl 25ng/ml

10pl de 0,05ng/ul + 100ul de pico 0,5ng dans Vtotal de 200pl 2,5ng/ml
1pl de 0,05ng/ul + 100ul de pico 0,05ng dans Vtotal de 200ul 0,25ng/ml
0,5pl de 0,05ng/ul + 100ul de pico 0,025ng dans Vtotal de 200l 0,125ng/ml

Tableau 5 : Composition et concentration de chaque puits des standards de tailles permettant de
tracer la droite d’étalonnage

Lorsque les puits étaient remplis, il restait a ajouter 100uL de I'élément fluorescent, le
Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Reagent (Picogreen) dans chaque puits. Avant d’'insérer la
plague dans la machine, un passage de 5 min dans le noir total était nécessaire. En effet, le
Picogreen doit étre conservé dans I'obscurité pour ne pas étre activé avant le calcul des
concentrations, auquel cas nous aurions généré des résultats moins précis. Enfin, suite a la
lecture de la plaque par la machine, nous obtenions un fichier CSV avec les valeurs
d’absorbance pour chacun des puits. Celles-ci étaient alors converties en concentration grace
aux droites étalons réalisées (low et high range).



Pour finir la préparation de nos échantillons pour le séquencage NGS, il est nécessaire de
passer par plusieurs étapes : la dilution et le pooling.

Vil. Dilution et pooling

La dilution et le pooling sont les deux derniéres grandes étapes avant de pouvoir envoyer
ses échantillons au séquencage. Lors du séquencage, il est nécessaire que tous nos
échantillons aient la méme concentration, afin qu’ils soient sujets a la méme profondeur de
séquencage. La dilution s’est réalisée avec du Tris dilué 50X (1mL de tris dans 49 mL d’eau
pure). Nous avons dilué les échantillons générés par les primers de Galan a 5 ng/uL, et ceux
issus des primers de Zeale a 3 ng/uL. Ces concentrations ont été sélectionnées selon 2
principes : (1) maximiser la concentration et (2) s’assurer qu’'une majorité des échantillons ait
au moins une concentration équivalente a la concentration fixée. Une fois dilués, il ne restait
plus qu’a transférer tous nos échantillons dans un seul eppendorf safe-lock, par couple de
primers. Ce mélange ne pose aucun probléme puisque chaque échantillon a été marqué par
une combinaison unique de tags (figure 8), qui permettra d’assimiler chaque séquence a son
échantillon d’origine lors des étapes suivantes. Ces deux tubes Eppendorf ont finalement été
envoyes a la plateforme de séquencage.

3. Sequencage et bio-informatique
a) Seéquencage

Suite au séquencage NGS effectué au GIGA (plateforme de séquencage de I'ULiége), les
fichiers fastqc regus s’ouvrent avec le programme FastQC et permettent une vérification de la
qualité de chaque échantillon (forward et reverse).

b) Analyses bio-informatiques

Les analyses bio-informatiques ont été effectuées sur le cluster informatique de
'ULiege, grace a linvite de commande MobaXterm. L'ensemble des manipulations a été
réalisé a l'aide d'un script fait sur mesure, basé sur l'article d’André et al. (2017), utilisé au
laboratoire de génétique de conservation de I'Université de Liége (GeColLab). Ce script a fait
appel a différents logiciels installés sur le cluster. Les logiciels utilisés étaient les suivants :

- Usearch Fastq_mergepairs (Edgar, 2010) = fusionne les brins forward et reverse appariés
en une séquence (la séquence consensus) ;

- Cutadapt (Martin, 2011) = permet la suppression des primers ainsi que les bases situées
en amont du brin forward et en aval du brin reverse ;

- Usearch Fastq_filter = filtre les reads en supprimant les brins trop courts (<115 bases) et
trop longs (>150 bases) ; filtre les reads selon leur qualité. Il faut que plus de 90% des
bases aient une qualité supérieure a 30 (Q=30, p =90) ;

Ensuite, 'emploi de FastX Collapser (boite a outils FASTX,
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) a permis de rassembler les séquences analogues
(déréplication) en leur attribuant le nombre de reads propre a chacune d’entre elles
(conservation du nombre de séquences).
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Enfin, Swarm v.3 a regroupé les séquences en plusieurs groupes, selon la ressemblance
de leurs amplicons (utilisation d’'un seuil « d » ou d = 1) (Mahé et al., 2021). C’est une étape
aussi appelée « clustering », formant des unités taxonomiques opérationnelles = OTUs.

Une fois les séquences filtrées et dérépliquées, celles-ci ont été confrontées aux bases de
données disponibles. Pour cela, il a été nécessaire d’utiliser la commande usearch_local
(USEARCH v. 11) permettant d’effectuer cette comparaison.

c) Base de données BOLD

Dans notre étude, nous avons utilisé la base de données BOLD. L’avantage principal de
cette base de données tres consultée est sa mise a jour réguliére par les utilisateurs. En
revanche, les principaux inconvénients sont (1) 'encodage de différentes maniéres d’un taxon,
ce qui a tendance a gonfler les résultats pour une seule séquence et (2) la mise a jour
perpétuelle sur les amorces les plus utilisées, obligeant les utilisateurs a suivre ces choix et
délaisser des amorces qui pourraient parfois étre plus adéquates pour leur étude (O’Rourke
et al., 2020). Finalement, la mise a jour réguliére de cette base peut également conférer un
inconvénient puisqu’'une méme étude aura des résultats différents d’'une année a l'autre. Cela
rend ainsi la comparaison entre les articles plus difficile.

C’est au cours de cette étape que le choix de nos primers devient important puisque si la
séquence a bien été amplifiée mais qu’elle n’est présente dans aucune base de données, elle
devient non identifiable et donc inutile pour la suite de nos résultats.

4. Traitement des fichiers

a) Filtrage par pourcentage de reads, pourcentage de similarité, suppression des
séguences redondantes et assignation taxonomique selon la méthode de Razgour

A la réception de notre fichier CSV, obtenu grace a l'utilisation du cluster en bio-
informatique (Annexe 3), les fichiers comportent 7 colonnes mais deux retiennent notre
attention pour la suite : le pourcentage de reads de chaque séquence au sein de I'échantillon
apres filtrage (colonne 4) et le pourcentage de similarité entre la séguence de notre échantillon
et la séquence qui lui est assignée par la base de données (colonne 7).

L'utilisation du logiciel RStudio a été requise afin d’effectuer un premier filtrage des
données sur ces deux colonnes. Cela permet de retirer les assignations taxonomiques les plus
incertaines et les résultats dont le nombre de reads était tellement infime qu’il s’agissait
probablement d’un faux positif obtenu par contamination ou mauvaise assignation.

Les limites imposées n’ont pas été les mémes pour les chordés et les non chordés
puisque l'utilité des deux fichiers était différente.

Pour les chordés, les limites choisies sont celles qui donnaient les meilleurs résultats
en termes d’identification des espéces de chauves-souris. Il s’agit d’au minimum 1% de reads
au sein de I'échantillon et 90% de similarité entre notre séquence et la base. Les seuils
appliqués sur les données des non-chordés sont différents par rapport aux chordés puisque
'on ne recherche plus lidentité de lindividu ayant produit des matieres fécales mais une
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composition de proies consommeées, avec un nhombre de reads plus faible. Aprés avoir testé
plusieurs seuils, ceux-ci ont été retenus :

- Pourcentage de reads au sein de I'échantillon supérieur a 0.2%

- Similarité entre la séquence et la base de données supérieure a 98%

L'optimisation du pourcentage de reads au sein de ['échantillon a été réalisée
manuellement, de maniére a minimiser le nombre de taxa hautement improbables, c’est-a-dire
ceux dont l'aire de répartition se situait en dehors de I'Europe.

Une fois que les filtres ont été appliqués et que les lignes en double ont été supprimées,
nous avons réalisé une vérification manuelle sur Excel.

Lors de cette vérification, les fichiers chordés ont permis de confirmer que les
échantillons retenus appartenaient bien a notre espéce d'intérét (le murin a oreilles
échancrées). Les fichiers non chordés ont nécessité une vérification plus approfondie puisque
pour une méme séquence, la base de données pouvait donner plusieurs identifications. Le
retrait de ces multiples identifications s’est basé sur un systéme de code chiffré, développé
dans l'article de Razgour et al. (2011). Cependant, certains ajustements ont été nécessaires
pour que ce classement soit applicable aux données ci-présentes :

la: Une seule espece ou un seul genre ou une seule famille a une correspondance > 98% —
espece/genre/famille gardé(e) (conservation systématique du rang taxonomique le plus élevé)
1b : Plusieurs espéces du méme genre ont une correspondance > 98% — genre gardé

2 : Plusieurs espéces de différents genres ou plusieurs genres ou plusieurs familles ont une
correspondance > 98% mais un seul résultat est présent sur le territoire étudié — on conserve
toujours le résultat au rang taxonomique le plus élevé

3 : Plusieurs genres d’'une méme famille ont une correspondance > 98% — famille gardée

4 : Présence de doublons dans les résultats : encodage de plusieurs fagons différentes ou
taxonomie ancienne — un seul exemplaire gardé s'’il s’agit d’une espéce, d’'un genre ou d’une
famille

Enfin, lorsqu’une séquence a été identifiée comme appartenant a plusieurs taxa de
méme rang ou qu’aucun résultat n’était précis jusqu’a la famille ou qu’aucun taxon ne se
retrouvait dans (ou proche de) la zone d’étude, 'ensemble de ces résultats ont été considérés
comme “non-assigneés’”.

b) Filtrage par controles

Quand chaque séquence était assignée a un seul taxon, les contrbles négatifs placés tout
au long des manipulations ont été utilisés pour contrdler les résultats obtenus. Au cours de
cette étude, 31 contrdles négatifs d’extraction (un par extraction), 7 contréles négatifs de PCR
1 (1 ou 2 par plaque) et 36 contrdles négatifs d'échantillonnage (papiers buvards ; 2 par lieu
et par session, soit 6 par colonie) pour un total de 74 controles.

c) Superficie des foréts et des terres agricoles

En paralléle avec nos résultats génétiques, et grace a I'utilisation de I'outil en ligne
« Map Developers », des cercles de rayon de 10 km autour de chague colonie ont été tracés.
Cette distance a été sélectionnée car elle représente la distance moyenne maximale entre les
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gites d’été et les territoires de chasse des murins a oreilles échancrées (Bensettiti et Gaudillat,
2004). Ensuite, des polygones sur les foréts ont été tracés pour connaitre la surface forestiere
au sein de chaque zone de chasse. Cette approche a servi de base lors de 'analyse de nos
résultats pour discuter du taux d’araignées en fonction du pourcentage de recouvrement
forestier autour des colonies. De plus, un rappel du descriptif de chaque batiment ou se sont
implantées les colonies est également nécessaire puisque ce facteur peut avoir une
importance quant aux espéces retrouvées dans le guano.

Enfin, les informations concernant les productions agricoles de chaque région agricole
ont été utiles pour comparer ces superficies agricoles utilisées (SAU) par les bovins (bovins
laitiers et viandeux pour chaque région agricole) avec le lieu d'implantation de nos colonies
(Etat de l'environnement wallon, 2022). Cela a permis d’effectuer une comparaison de
I'environnement avec la présence de Stomoxys calcitrans, un diptere qui est régulierement au
contact du bétail.

5. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées grace au logiciel RStudio version 4.2.1.
Le seuil de significativité de la p-valeur a été fixé a 0.05.

Dans le but de vérifier I'utilité des filtres dans I'étude, un t-test pairé a été effectué entre les
moyennes avant et apres filtrage. De plus, une corrélation de Pearson a permis d’analyser la
corrélation entre la présence de S. calcitrans dans les échantillons et la pression du bétail dans
les différentes régions agricoles.

Afin d’évaluer I'impact des sessions et des lieux d’échantillonnage sur la composition du
régime alimentaire des ME, nous avons généré des modeles linéaires mixtes généralisés avec
effet aléatoire (GLMM) et une distribution binomiale, a 'aide la fonction glmer implémenté dans
le package Ime4. Le premier set de modéles avait pour variable explicative la session (3
catégories), et pour variable aléatoire le lieu (6 modalités). Le second set de modéles avait
pour variable explicative le lieu (6 catégories), et pour variable aléatoire la session (3
modalités). Pour chaque set de modeéles, Iimpact de ces variables a été testé sur la
présence/absence de chacun des 13 ordres d’arthropodes dans le régime alimentaire des 137
individus étudiés au total (variable dépendante). Au final, 26 modeles ont donc été
testés. Afin d’évaluer la significativité de la variable explicative catégorielle testée, un test
Anova (implémenté dans le package car) a été réalisé sur chague modéle. Finalement, des
tests post-hoc de Tukey, permettant de comparer les colonies et les sessions 2 a 2 quand les
anovas donnaient des résultats significatifs, ont été calculés. Ces tests ont déterminé quels
étaient les sites et les sessions statistiquement différent(e)s pour chaque ordre d’arthropodes.
Pour réaliser les modéles visant a évaluer I'impact du lieu, les colonies de Durbuy et Orval ont
été retirées au vu du peu d’échantillons restants (respectivement 9 et 3).

De plus, pour pouvoir étudier I'abondance de chaque espéce dans les colonies et pour
chaque primers, une uniformisation du nombre de reads pour 'ensemble de ces espéces a
été nécessaire avant de calculer les indices de biodiversité. Cela signifie que le nombre de
reads doit étre similaire pour tous les échantillons (méme profondeur de séquengage), afin
d’éviter un biais envers les échantillons sur-/sous-représentés en termes de reads. Apres avoir
effectué une normalisation sur 'ensemble des résultats, de nouvelles analyses ont été
réalisées en prenant séparément les amorces pour pouvoir comparer les valeurs entre elles.
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Contrairement a la raréfaction qui aurait impliqué la suppression des informations, la
normalisation CSS est une méthode performante pour faire des analyses statistiques sans
perte de données. En effet, cette normalisation est appelée « cumulative sum scaling ». Cette
méthode est plus « douce » que les autres puisqu’elle écrase moins les données mais permet
tout de méme de les mettre a la méme échelle pour pouvoir les analyser (Paulson et al., 2013).
Cette normalisation a été réalisée avec la librairie metagenomeSeq.

La librairie vegan a permis de calculer les indices de biodiversité alpha (Shannon) et béta
(Morisita-Horn) a l'aide d’'une matrice d’abondance (tableaux 15 a 18). En effet, pour calculer
une bonne diversité, il faut prendre en compte a la fois la présence/absence mais aussi
'abondance relative d’'une espéce a un endroit donné. Des milieux avec plus d’espéces mais
avec des variations trop importantes entre chacune ont un moins bon indice qu’un milieu avec
moins d’espéces mais avec des abondances plus similaires.

Enfin, les librairies ade4, FactoMineR et factoextra ont servi a réaliser les représentations
graphigues de la composante en analyse principale (ACP ; figure 13 et annexe 5). Ces ACP
ont été réalisées sur le set de données de présence/absence de chacun des 5 ordres
d’arthropodes principaux (plus de 10 taxa identifiés), dans le régime alimentaire des 137
individus étudiés au total. Seules les composantes principales dont les valeurs propres étaient
supérieures a 1 ont été conservées (critere de Kaiser). Pour effectuer ces figures, le choix
s’est tourné vers un biplot sur lequel figurent les variables (sessions = 3, figure 13 ; lieux = 6,
annexe 5) et les individus (nombre d’échantillons = 137).

[1l. Reésultats

1. Filtrage des données

a) Filtrages préliminaires

A la réception du fichier CSV, une page de statistiques est présente en plus des données
sur les chordés et non-chordés. Elle donne le nombre global de reads bruts (avant filtrage bio-
informatique, voir « Matériel et Méthodes » 3.b) Analyses bio-informatiques) et filtrés sur tous
les échantillons et avec chaque primers. En moyenne, Zeale a généré 164550 reads bruts et
154502 reads filtrés a la réception des fichiers (soit 93.9 % des reads). Galan a quant a lui
généré en moyenne 165382 reads bruts et 144974 reads filtrés (87.7%).

L’étude des fichiers chordés a permis de voir que, parmi les 292 échantillons envoyés au
séquencgage (en dehors des 74 contrbles), la totalité a passé les différents filtres (bio-
informatique) avec les primers de Galan, contre 283 pour Zeale. En effet, 3 échantillons de
Durbuy (en session 2), 4 de Freyr (en session 3) et 2 de Rochefort (en session 2)
n’apparaissent pas pour la seconde paire d’amorces (tableau 6).

_ 37 37 33 89 60 36 292

_ 37 37 30 85 60 34 283

Tableau 6 : Nombre d’échantillons séquencés avec succes pour chague primers
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b) Filtrages des données « chordés »

i. Détection des échantillons de Myotis emarginatus

Lorsque ces fichiers ont été analysés dans RStudio, nous avons uniquement conservé
les séquences de Myotis emarginatus dont le pourcentage de reads au sein de I'échantillon
était supérieur & 1% et dont le pourcentage de similarité entre notre séquence et celle de la
base de données était supérieur ou égal a 90% (voir « Matériel et Méthodes » 4.a)).

Galan 37 37 20 66 5(-1) 36 201 (-1)

Tableau 7 : Nombre d’échantillons de murins a oreilles échancrées identifiés aprés filtrage

En comparant les deux derniers tableaux (6 et 7), hous avons eu la confirmation que 3
colonies ne comprennent que notre espéce d’intérét puisque I'ensemble des échantillons ont
été identifiés comme étant Myotis emarginatus. |l s’agit d’Aubel, Aulne et Rochefort. Les 3
autres colonies sont mixtes puisque le nombre d’échantillons a été réduit aprées I'application
des filtres (tableau 7). Aprés vérification, ces autres échantillons appartiennent a au grand
rhinolophe. Il s’agit des colonies de Durbuy, Freyr et Orval ou 'on retrouve effectivement du
Rf dans diverses proportions. En effet, a Durbuy, 13 des 33 échantillons appartiennent a cette
espéce (39.40%), 23 des 89 échantillons (25.84%) a Freyr et 56 des 60 échantillons (93.33%)
a Orval.

Le second tableau (7), ne comprend que les amorces de Galan car les amorces de
Zeale ne permettaient pas de repérer 'espéce de chauves-souris (car ces amorces ont été
congues pour amplifier des non-chordés).

Finalement, 201 échantillons ont été identifiés comme étant du murin a oreilles
échancrées. Cependant, en vérifiant manuellement les résultats du fichier CSV, un échantillon
d’Orval ne doit pas figurer dans notre tableau et la présence de Myotis emarginatus dans cette
échantillon reléve probablement ici d’'un cas de contamination sur le lieu de récolte (tableau

8).
03-19 1 22910 75.88 Grand rhinolophe 100
03-19 2 4722 15.64 Didelphimorphe 87.1
03-19 3 614 2.03 AU CIEIENEE 100
échancrées

Tableau 8 : Extrait du fichier Excel regu suite au séquencage, représentant les 3 taxa chordés les plus
abondants dans I'échantillon O3-19

Si cet échantillon a pu passer outre les filtres, c’est parce que le pourcentage de reads
et de similarité entre les séquences et la base de données sont supérieurs aux limites
imposées dans RStudio (> 1% et > 90%, cf. « Matériel et Méthodes » 4.a)). C’est finalement
le nombre de reads présents dans I'échantillon qui justifie son appartenance au grand
rhinolophe et non au murin & oreilles échancrées. En effet, on peut remarquer sur le tableau 8
gue le grand rhinolophe est caractérisé par 22910 reads contre 614 pour le murin a oreilles
échancrées. Pour poursuivre I'étude, I'échantillon O3-19 a donc été supprimé manuellement.
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Cela signifie que sur nos 292 échantillons initiaux, 200 appartiennent a notre espéce
d’intérét.

ii. Nombre d’échantillons de Myotis emarginatus par session

Le tableau 9 ci-dessous, repris de « Récolte du matériel biologique, le guano » (cf.
Matériel et Méthodes), permet de connaitre a la fois le nombre d’échantillons de murins a
oreilles échancrées par session d’échantillonnage et dans chaque lieu, ainsi que le nombre
d‘échantillons obtenus avec chaque amorce.

1 13 13
2 12 12
3 12 12
1 12 12
2 13 13
3 12 12
1 7 7
2 8 (- 3) 5
3 5 5
1 22 22
2 18 18
3 26 (-4) 22
1 0 0
2 1 1
3 3 3
1 12 12
2 13 (-2) 11
3 11 11

Tableau 9 : Nombre d’échantillons séquencés avec succes par les deux couples d’amorces (Galan et
Zeale), pour chaque lieu de prélevement et chaque session d’échantillonnage
Les sessions pour lesquelles certains échantillons n’ont pas pu étre séquencés par Zeale sont

indiquées en rouge.

On sait a présent que les 9 échantillons non séquencés avec Zeale (tableaux 6 et 9)
sont des matieres fécales de notre espéce d’intérét. Les échantillons présents uniquement
chez Galan (identifiés en rouge entre parenthéses dans le tableau 9) ont été supprimés afin
de conserver une équité au moment de I'analyse et de la comparaison des amorces.

Au final, ce sont donc 191 échantillons qui ont été gardés pour les deux paires de
primers.

c) Filtrage des données « non-chordés »

i. Filtrage par pourcentage de reads, pourcentage de similarité, suppression des
séquences redondantes

Comme mentionné dans le premier paragraphe de la partie « Séquencage et bio-
informatique » (3.a) du « Matériel et Méthodes »), les fichiers fastqc permettent de vérifier la
qualité de nos échantillons suite au séquengage. Afin de ne conserver que le guano de bonne
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gualité, une vérification de chaque séquence (forward et reverse) a été effectuée. Cela a
entrainé la suppression de 2 échantillons pour les deux paires d’amorces.

Sur les 189 échantillons de ME qui ont été gardés pour les deux paires de primers, de
nouveaux filtres ont été appliqués pour le fichier des non chordés. Pour rappel, les séguences
ont été conservees si elles représentaient au minimum 0.2% de reads au sein de I'échantillon
et possédaient 98% de similarité avec la séquence issue de la base de données.

La seconde étape a été de réduire les résultats a un taxon par séquence quand celle-
ci pouvait, selon la base de données BOLD, avoir plusieurs identifications possibles. Pour cela,
un systéme de classification en 5 catégories a été mis en place (Razgour et al., 2011 ; cf
« Matériel et Méthodes » ; 4.a)). Les résultats finaux obtenus pour chaque primer sont donnés
au tableau 10 :

la 115 121
1b 12 14
2 91 48
3 8 5
4 6 24

Tableau 10 : Nombre de séquences classées selon la notation de Razgour pour chague amorce

Le tableau 11 indique que, dans la majorité des cas, les identifications multiples étaient
dues a des identifications correspondant a des rangs taxonomiques différents (cf. 4.a), code
la page 20). Cette réduction a une identification par séquence a permis de conserver plus de
noms d’espéces ou de genres.

Grace a l'assignation des séquences a un code (1a a 4), nous avons obtenu 578
résultats différents pour Galan et 523 pour Zeale. En revanche, 116 séquences n’ont pas pu
étre conservées pour Galan puisque la base de données nous proposait plusieurs taxa de
familles différentes. Cela signifie que 16.7% de séquences sont considérées comme non-
assignées pour ce couple d’amorces. Pour Zeale, seules 8 séquences n’ont pas été identifiées,
ce qui ne représente que 1.5% de non-assignation.

il. Filtrage par contrbles

Lors du filtrage des contrdles négatifs de laboratoire avec les primers de Galan (blancs
d’extraction et de PCR), 38 taxa différents étaient présents dans ces blancs. lls contenaient
entre 5 et 7376 reads. Le score le plus élevé, détenu par Mycetophilidae, est un résultat
exceptionnel puisque le second taxon avec le plus de reads est Toxocaridae avec 229. Avec
Zeale, ce sont 17 taxa, contenant entre 5 et 20889 reads qui figuraient dans les contrbles
négatifs. A nouveau, le taxon le plus présent, Cricotopus, était largement en téte puisque
Cecidomyiinae, le suivant, incluait 1975 reads.

Pour finir avec ces filtres, les fichiers obtenus sur les non-chordés, s’élévent a 378
individus différents au sein de 111 échantillons pour Galan (soit 58.1 % des échantillons
initiaux) et 401 répartis dans 114 échantillons pour Zeale (59.7%).
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iii. Nombre d’échantillons restants par colonie apres I'application des filtres, pour
chaque couple de primers

Avant de passer aux analyses de diversité des proies, il est intéressant de voir ce que
nos premiers fichiers traités peuvent offrir comme informations.

Le tableau 11 permet de voir combien d’échantillons persistent au sein de chaque
colonie, c’est-a-dire ceux qui contiennent encore un ou plusieurs arthropode(s) aprés le
passage des divers filtres. Orval et Freyr conservent ainsi plus d’échantillons pour Zeale tandis
que les 4 autres colonies sont plus représentées chez Galan. Autrement dit, les contréles ont
engendré la suppression de plus d’échantillons a Aubel, Aulne, Durbuy et Rochefort avec
Zeale et ont supprimé plus d’échantillons de Freyr et d’'Orval avec Galan. En regardant les
données exactes, nous pouvons voir que les différences d’échantillons entre primers sont
inférieures ou égales a 6 sauf pour Freyr ou il existe un écart de 8 échantillons (tableau 11).

Aubel 15 14 1
Aulne 22 28 6
Durbuy 5 7 2
Freyr 51 43 8
Orval 3 1 2
Rochefort 15 21 6

Tableau 11 : Nombre d’échantillons par colonie et pour chaque paire de primers apres filtrage

Pour 'ensemble des variables, a savoir le nombre d’échantillons avant filtres,
le nombre apreés filtres pour Galan et le nombre aprés filtres pour Zeale, une comparaison de
la moyenne pondérée du nombre d’échantillons de murins a oreilles échancrées avant et aprés
filtres a été réalisée. A I'aide de t.test pairé, on obtient des différences significatives pour les
deux primers. En effet, la p-valeur s’éleve a 4.681e-05 pour Galan et a 5.369e-04 pour Zeale.
En revanche, les moyennes aprés filtres entre les primers ne sont pas significativement
différentes (p-valeur = 0.807).

En reprenant nos fichiers non-chordés et en les comparant dans leur ensemble sans
se soucier du nombre d’échantillons et des colonies, on remarque que 137 échantillons des
192 échantillons initiaux sont conservés. Parmi eux :

- Galan conserve 111 échantillons de féces, composés de 378 proies, ou I'on retrouve 115
taxa dont 99 espéces (86,1%) et 16 (13,9%) autres présentant un rang taxonomique plus
élevé.

- Zeale conserve 114 échantillons de feces, contenant 401 proies correspondant a 116 taxa
différents dont 91 especes (78,4%) et 25 (21,6%) données avec une résolution
taxonomique moindre.
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2. Impact du type de milieu sur le régime alimentaire

a) Milieu forestier : Recouvrement dans les zones de chasse

Aubel Ferme 6.3
Aulne Abbaye 17.77
Durbuy Eglise 38.3
Freyr Chéateau 37.33
Orval Abbaye 26.5
Rochefort Maison 44.02

Tableau 12 : Batiment d’implantation de la colonie et pourcentage de recouvrement forestier dans les
zones de chasse de Myotis emarginatus

L’analyse de la superficie des foréts a montré que la zone de Rochefort est la plus
boisée avec 44.02%, suivie de Durbuy (38.3%) puis de Freyr (37.33%). A contrario, Aubel est
la moins boisée avec 6.3%. Cette derniére zone correspond par ailleurs a la seule colonie
implantée dans une ferme. Les autres lieux n’accueillent pas de bétail puisqu’il s’agit de
monuments et d’'une propriété privée.

b) Milieu agricole : Pression en bovins et présence de Stomoxys calcitrans

A la réception des fichiers chordés, une premiére analyse sur la présence de bétail a
été réalisée pour les amorces de Galan puisque ceux de Zeale ne permettent pas une
identification des chordés. Parmi les divers résultats obtenus, l'intérét s’est porté sur Bos
taurus, bovin retrouvé en Wallonie et revenant 141 fois et dans 'ensemble des localités (entre
25 et 100% des échantillons dans la colonie ; tableau 13).

Cependant, 3 autres identifications de cette espéce sont présentes dans des blancs. Il
s’agit de deux contréles de terrain : un a Rochefort en session 2 (0.728% de reads dans le
contrdle soit 65 reads) et un a Aubel en session 1 (2.457%, 30 reads) ainsi que d’un blanc
d’extraction a Orval en session 3 (6.590%, 46 reads).

Pour les présences sur les contrdles de terrain, étant donné le peu de reads, cela peut
signifier que le papier buvard a été en contact avec un animal qui avait été lui-méme en contact
avec un bovin auparavant. De plus, le blanc d’extraction a pu étre contaminé lors de la
manipulation, malgré les précautions prises afin de travailler de la maniére la plus stérile
possible.

Aubel 67.57 0.005 & 0.162 100

Aulne 59.46 0.004 &4 0.756 100
Durbuy 25 0.002 2 0.371 99.2 2100
Freyr 45.45 0.001 a1.216 91.3 4100
Orval 100 0.003 & 0.649 91.34100
Rochefort 41.67 0.002 a2 0.317 95.8 2100

Tableau 13 : Identification de Bos taurus dans les échantillons
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En regardant le tableau 13 ci-dessus, on voit que les pourcentages de reads peuvent
varier entre 0.001% et 1.216% au sein d’'un échantillon. Il est normal que ces valeurs soient
basses puisque la présence de cette espéce est di a I'ingestion de son sang par un insecte
lui-méme ingéré par les chauves-souris. Par conséquent, la quantité d’ADN récupérée dans
les échantillons devient infime. La colonne « Pourcentage de match » correspond au
pourcentage de similarité entre notre séquence et la base de données. Seulement 10 d’entre
elles sont inférieures a 98% de similarité, ce qui signifie que les identifications sont confirmées
bien que la quantité d’ADN ne soit pas toujours importante.

Suite a 'analyse du tableau 13, nous apprennant que de 'ADN de bovin a été retrouvé
dans toutes les colonies, une comparaison est nécessaire avec les résultats concernant la
présence des mouches piqueuses de bétail. Dans notre cas, cela inclut uniquement I'espéce
Stomoxys calcitrans. En effet, TADN de bovin peut se retrouver dans les matiéres fécales de
Myotis emarginatus aprés que ce dernier ait ingéré une mouche qui a piqué du bétail. Sur les
109 échantillons comportant de 'ADN de bétail, 84 contiennent aussi de 'ADN de Stomoxys
calcitrans. Ce qui signifie que dans 77% des cas, on retrouve les deux espéces dans un méme
échantillon.

Un autre fait développé est la présence de Stomoxys calcitrans selon la région agricole
dans laquelle nous nous trouvons. En effet, jusqu’a maintenant, un calcul de la surface
forestiére a été réalisé. En revanche, pour cette espéce, ce sont les terres agricoles et plus
particulierement la présence de bovins, qui sont a prendre en considération.
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REGION HERBAGERE

I REGION JURASSIQUE

REGION LIMONEUSE
REGION SABLO-LIMONEUSE \
Orval

0 54375 Meters

0

Intographie al mokadem@mrscnalone be

Figure 9 : Régions agricoles en Wallonie (Portail de I'agriculture Wallonne - SPW)

D’apres les informations obtenues sur les productions agricoles en Wallonie (Etat de
I'environnement wallon, 2022) et la figure 9 ci-dessus, on remarque qu’Aubel est situé en
région herbagére, Aulne et Freyr sont dans le Condroz et Rochefort et Durbuy sont en
Famenne. Orval, dont peu d’échantillons sont conservés, est dans la région Jurassique.

Ainsi, le recoupement des données nous donne le tableau suivant :
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60 37 20 41

407 157 120 157

Tableau 14 : Comparaison entre la présence de Stomoxys calcitrans dans nos échantillons et
l'importance du bétail, dans une méme région agricole (excepté Orval, 3 échantillons)

Gréace au tableau 14 ci-dessus, nous avons la confirmation que la région agricole la
plus densément peuplée de bovins est la région herbagére, ou le retrouve le plus de S.
calcitrans. A contrario, la Famenne est la moins dense en bovins et c’est également dans cette
région que I'on retrouve le moins notre diptére d’intérét. Lorsque I'on calcule la corrélation de
Pearson entre le pourcentage de S. calcitrans dans les échantillons et la pression du bétail, la
p-valeur s’éleve a 0.047. Cela signifie qu’il y a une corrélation significative entre les 2 variables.

3. Analyses de diversité des arthropodes

L’ensemble des analyses de ce point va s’effectuer sur les 137 échantillons conservés
suite a I'application de tous les filtres sur les données.

a) Description des ordres d’arthropodes identifiés

Une étude compléte de tous les arthropodes a permis de voir quels sont les ordres les
plus présents dans le guano du murin & oreilles échancrées. En plus de cela, nous savons a
présent, grace a ces résultats, que 192 taxa sont présents dans nos échantillons.

De plus, grace a la figure 10 page suivante, nous pouvons remarquer que 2 classes
d’arthropodes sont représentées : les Insectes et les Arachnides. A un rang taxonomique
inférieur, les ordres des dipteres, les |épidoptéres et les araignées sont les plus ingérés par
Myotis emarginatus. A eux seuls, ils représentent 139 taxa différents soit 72.4% des proies
identifiées dans cette étude. Ces proportions laissent ainsi 53 autres taxa, soit 27.6 %,
partagés entre les 9 ordres suivants: coléoptéres, hyménoptéres, hémiptéres,
éphéméroptéres, trombidiformes, psocodae, mésostigmates, trichopteres et névroptéres.
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Différents ordres d'arthropodes présents dans les
échantillons

Blattoptére; 1 Noir : Insectes
\ Coléontire: 16 Marron : Acariens
- Ib Preres Bleu : Araignées
Araneae;45 4 | h
4 - / N
Trombidiforme; 3 —/ _ | Diptére; 53

Mesostigmate; 2 —

\RE:

Trichoptére; 2

Psocodae; 3 %

Névroptére; 2 ;* 2mé ere;
P Z__ Ephemeroptere;
3
Lepidoptere; 41 \ Hémiptere; 7

Hyménoptére; 14

Figure 10 : Nombre de taxa présents dans nos échantillons, pour chaque ordre d’arthropodes

Une étude plus approfondie de chaque ordre est présentée en annexe 4, décrivant
toutes les espéces d’arthropodes ainsi que le(s) échantillon(s) dans le(s)quel(s) elles
apparaissent. Quelques ordres et espéces d’intérét vont tout de méme étre décrits a la suite.

Tout d’abord, les diptéres présentent le plus de taxa puisque ce nombre s’éléve a 53.
Au sein de ces résultats, on dénombre 36 espéces différentes. Les autres assignations sont
soit des genres (14 uniquement présents chez Zeale), soit des familles (3 dont 1 uniquement
chez Galan et 2 chez Zeale).

Ensuite, les araignées représentent le second ordre le plus fréquemment observé. |
contient 45 taxa différents. Parmi les résultats, 4 sont des genres tandis que les 41 autres ont
été identifiés jusqu’a I'espéce. Les 4 genres sont Enoplognatha et Zygiella, ainsi que Metellina
et Tetragnatha dont I'assignation taxonomique a pu aller jusqu’a I'espéce dans certains cas :
M. merianae, M. segmentata, T. montana et T. obtusa.

Bien qu’un tri ait été effectué grace a 'ensemble des filtres, 7 espéces persistantes ne
semblent pas avoir été recensées jusqu’a maintenant en Belgique. Cela représente 3.6% des
taxa. Il s’agit de Bombus gerstaeckeri (hyménoptere, 1 échantillon), Euura imperfecta
(hyménoptére, 1 individu), Cnemacantha muscarian (diptere, 1 individu), Fannia sociella
(diptére, 3 individus), Microtendipes brevitarsis (diptére, 1 individu), Perilissus albitarsis
(diptere, 1 individu) et Rheocricotopus robacki (diptére, 1 individu). Ces espéces restent
néanmoins observables en Europe.

Parmi nos résultats, une attention particuliére se porte également sur les espéces
considérées comme étant des ravageurs des récoltes. C’est pourquoi, apres avoir investigué
I'écologie de chacune d’entre elles, 8 (4.2% des taxa) ont été identifiées comme provoquant
des dégats sur différents types de plantes. Il s’agit de :
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- Brassicogethes aeneus (coléoptéere) dont un seul individu a été identifié par Zeale, en
session 1 a Aulne ;

- Stomoxys calcitrans (diptére) est représenté par 43 individus, tous identifiés par Galan. 9
a Aubel (les 3 sessions), 9 a Aulne (sessions 2 et 3), 1 a Durbuy (session 3), 19 a Freyr
(les 3 sessions), 2 a Orval (sessions 2 et 3) et 3 a Rochefort (session 3) ;

- Adelges cooleyi (hémiptére), un individu présent a Rochefort en session 1 (Zeale) ;

- Cacopsylla melanoneura (hémiptére), identifiée une fois, en session 1 a Aubel (Zeale) ;

- Korscheltellus lupulina (Iépidoptére), retrouvé a une reprise en session 1 a Freyr (Galan) ;

- Mamestra brassicae (Iépidoptére), dont un individu présent en session 1 a Aubel (Galan) ;

- Plutella xylostella (Iépidoptere), a été identifié une fois par les deux couples d’amorces en
session 3 de Rochefort ;

- Pyralis farinalis (Iépidoptére) présent une fois en session 2 d’'Aulne (Zeale).

b) Diversité alpha
i. Diversité des colonies de reproduction

Cette analyse consiste dans un premier temps a calculer le pourcentage de présence de
chaque ordre d’arthropodes au sein de chaque colonie, puis dans chaque session au sein de
ces mémes colonies. Dans notre cas, I'accent est mis sur les quatre groupes les plus
représentés, a savoir les araignées (bleu clair ; figures 11 et 12), les diptéres (jaune), les
Iépidopteres (rose) et les coléoptéres (orange). A cela, un modeéle linéaire mixte généralisé
avec effet aléatoire a été ajouté afin de consolider de maniere statistique les résultats visuels
offerts par les barplots (figures 11 et 12).

Pourcentage des ordres d'arthropodes présents dans chaque

colonie
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Figure 11 : Barplot des ordres d’arthropodes présents dans chaque colonie
Les nombres indiqués sur les barres du graphique correspondent aux pourcentages représentés par

les 4 ordres d’arthropodes prédominants.

32



Cette figure montre quel est le pourcentage de chaque ordre dans chaque colonie, en
fusionnant les résultats issus des 2 paires d’amorces.

Les araignées, en bleu, représentent plus de 50% des proies ingérées dans la colonie
de Durbuy. Rochefort, la commune la plus boisée, est en seconde place avec 40% des proies
indentifiees comme étant des araignées. Freyr est la derniére colonie dont l'ordre le plus
présent est celui des araignées, avec 35%. Dans les colonies d’Aubel et Aulne, elles
représentent respectivement 27% (second clade aprés les diptéres) et 28% (second clade
aprés les lépidopteres). Globalement, I'analyse gimer donne un résultat non significatif pour
cet ordre (Anova du glmer, p = 0.273), reflétant qu’il n’existe aucune différence concernant la
proportion d’araignées ingérées, entre les colonies.

Les diptéres, au méme titre que les araignées, sont des proies importantes pour les
ME. En effet, ils sont présents dans les 6 colonies et figurent toujours parmi les 3 ordres les
plus ingérés. Quelques variations sont tout de méme notables puisqu’outre Orval, dont la
fréquence s’éléve a 60% au sein des 3 échantillons conservés, c’est a Aubel que la fréquence
est la plus haute avec 33%. Cette valeur atteint 32% a Rochefort, ce qui les place apres les
araignées. A Aulne (26%) et Freyr (19%), ce clade se situe aprés les araignées et les
Iépidoptéres tandis qu’a Durbuy (12%), ils suivent les araignées et les coléoptéres. L’analyse
statistique indique qu’aucune différence significative n’est confirmée pour cet ordre, entre les
lieux (Anova du glmer, p = 0.117).

Les lIépidoptéres représentent un tiers (32%) des proies a Aulne et environ un quart
(28%) des proies a Freyr. A Aubel, 16% des proies consommées sont des lépidoptéres. Dans
ces trois colonies, ils figurent au sein des 3 ordres les plus fréquents dans les échantillons. A
contrario, a Durbuy et a Rochefort, ils sont moins élevés que les coléoptéres dont les valeurs
s’élevent a 19% et 13% (coléoptéres) face a 2% et 8% (Iépidoptéres).

Au sein de ces deux derniers ordres, les modélisations indiquent que des différences
significatives existent entre les lieux (Anova du glmer coléoptére, p = 0.012 et Iépidoptére, p =
0.005). Pour les coléoptéres, ces résultats significatifs sont visibles entre Rochefort et Aubel
(test post hoc de Tukey, p = 0.024), Rochefort et Aulne (test post hoc de Tukey, p = 0.023)
ainsi que Rochefort et Freyr (test post hoc de Tukey, p = 0.031). C’est a Rochefort que I'on
retrouve systématiquement le plus de coléopteres. Pour les Iépidoptéres, ces différences
s’observent entre Aulne et Aubel (test post hoc de Tukey, p = 0.008), Freyr et Aubel (test post
hoc de Tukey, p = 0.008), Rochefort et Aulne (test post hoc de Tukey, p = 0.012) et Rochefort
et Freyr (test post hoc de Tukey, p = 0.013) ou Aulne et Freyr ont plus d’individus que les
autres colonies.

il. Diversité des sessions d’échantillonnage

Tout comme pour la figure précédente, I'analyse se base principalement sur les 4
ordres les plus ingérés par les murins a oreilles échancrées, a savoir les araignées, les
diptéres, les Iépidoptéres et les coléoptéres. Cependant, la figure 12, accompagnée des tests
statistiques, nous apprennent quel type de proie est mangée tout au long de la période de
récolte du guano.
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Pourcentage des ordres d'arthropodes

Pourcentage des ordres d'arthropodes présents pour chaque
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Figure 12 : Barplot des ordres d’arthropodes présents dans chaque session de chaque colonie
Les nombres indiqués sur les barres du graphique correspondent aux pourcentages

représentés par les 4 ordres d’arthropodes prédominants.

Globalement, cette figure semble indiquer que les diptéres (jaune) sont plus fréquents
lors du troisieme passage, effectué entre fin-juillet et mi-aoQt. Les deux colonies qui ne suivent
pas cette tendance sont Aulne (48% au second passage, en juillet contre 43% en session 3)
et Orval dont le seul échantillon en session 2 ne contient que des dipteres et les 2 échantillons
de session 3 contiennent autant de diptéres que d’hémiptéres. A l'aide des modélisations
statistiques, on remarque une tendance a avoir plus de diptéres en session 3 qu’en session 1
mais ce résultat n’est pas significatif (test post-hoc Tukey, p = 0.057).

Les Iépidoptéeres semblent, quant a eux, étre systématiquement plus élevés lors du
premier passage, commencgant fin-mai et s’étendant tout au long du mois de juin. Les valeurs
de cette session varient entre 3% (Durbuy) et 39% (Aulne). Bien que ce chiffre ne soit pas
élevé a Durbuy, cela reste la valeur la plus haute des trois passages puisqu’aucun lépidoptere
ne figurait dans les matiéres fécales de ME en sessions 2 et 3. Cette observation, a propos
d’un taux plus haut en session 1, est confirmée puisqu’il existe une différence significative
entre la session 1 et 2 ainsi qu’entre la session 1 et 3 dont la p-valeur du test post-hoc Tukey
s’éléve dans les deux cas a 1*10-4.

Les araignées appartiennent & un ordre qui, visuellement, ne semble pas étre
consommé de maniére privilégiée durant 'une ou l'autre session puisque la fréquence de ces
proies varie d’'une colonie a l'autre. En effet, elles sont les plus fréquentes en session 1 pour
Aubel et Freyr, en session 2 & Rochefort et en session 3 a Aulne et Durbuy. En revanche, elles
sont totalement absentes a Orval. Cependant, en réalisant des statistiques, on remarque
qu’elles sont significativement plus fréquentes en session 1 puisqu’au méme titre que les
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Iépidoptéres, la p-valeur du test post-hoc Tukey est a 1*10-4 entre la session 1 et les deux
autres sessions.

Enfin, les coléoptéres sont absents en session 3 de toutes les colonies sauf a Freyr ou
ils représentent 8% des proies. Cependant, leur présence en sessions 1 et 2 est variable d’'une
colonie a 'autre. Cette observation est confirmée puisqu’il existe une différence significative
entre la session 1 et 3 (test post hoc de Tukey, p = 0.001) ainsi qu’entre la session 2 et 3 (test
post hoc de Tukey, p = 0.007) ou la fréquence de cet ordre en session 3 est systématiquement
plus faible.

iii. Indice de biodiversité alpha

Pour les amorces de Galan, le nombre de reads est compris entre 46 (Aul3-17, Acalitus
sp.) a 168821 (Fre3-3, Serica brunnea). Apres normalisation CSS, cet écart varie entre 0.4 et
10.3 pour ces mémes échantillons. Pour les amorces de Zeale, le nombre de reads est compris
entre 5 (Aul2-1, Baetis fuscatus) et 315631 (R1-23, Lagria atripes). Aprés normalisation CSS,
cet écart varie entre 0.02 et 10.1 pour ces mémes échantillons. Cette réduction des écarts va
ainsi permettre de comparer des abondances entre les différents échantillons.

Pour le calcul de la diversité alpha, I'indice de Shannon donne les valeurs suivantes
pour les colonies.

1.605 1.508 1.401 1.581 0.666 1.603
Tableau 15 : Indice de Shannon sur les colonies

Pour rappel, avec l'indice de Shannon c’est le chiffre le plus élevé qui indique une
meilleure biodiversité. Grace a cet indice de biodiversité, nous pouvons voir que pour
'ensemble des résultats, c’est la colonie d’Aubel qui est la plus riche en termes de proies.

Un indice de diversité alpha (Shannon) a également été calculé entre les sessions,
toute colonie confondue, afin de voir quel est le passage le plus riche en proies.

1.640 1.682 1.179
Tableau 16 : Indice de Shannon sur les sessions

Dans le tableau 16, I'indice de Shannon est au plus bas au niveau de la session 3 mais
semble indiquer une meilleure richesse spécifique en session 2.

c) Diversité béta
i Indice de biodiversité béta

La normalisation a également permis de réaliser les indices de biodiversité béta. Pour cette
partie, c’est I'indice de Morisita-Horn qui a été utilisé. Il se base sur 'abondance et non sur la
présence/absence, tout comme précédemment avec l'indice de Shannon.

Dans un premier temps, les indices de similarité ont été calculés entre les colonies.



0.112

0.311 0.362

0.104 0.039 0.174

0.310 0.565 0.847 0.635

0.042 0.155 0.134 0.071 0.467

Tableau 17 : Indice de Morisita-Horn entre les colonies

Les colonies d’Aulne et de Freyr sont globalement les moins similaires en termes de
proies ingérées, alors que Durbuy et Orval semble accueillir des individus dont le régime
alimentaire est le plus similaire.

Le méme indice a été calculé pour les différentes sessions :

0.122
0.347 0.170
Tableau 18 : Indice de Morisita-Horn entre les sessions

Le tableau 18 indique que les sessions 1 et 3 sont les plus proches en termes de
biodiversité tandis que les sessions 1 et 2 sont les plus éloignées.

ii. L’analyse en composante principale

Cette derniére analyse a permis d’avoir la confirmation visuelle des analyses statistiques
(glmer) faites précédemment les sessions (figure des lieux en annexe 5).
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Figure 13 : Biplot - Analyse en composante principale des sessions sur les ordres arthropodes
principaux du régime alimentaire de Myotis emarginatus (taxa présent chez plus de 10 individus).
Certains individus se chevauchent, raison pour laquelle les 137 individus n’apparaissent pas sur le

graphique.
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Araignée 0.7023755 0.02531175
Coléoptere 0.5751498 - 0.45339404
Diptére - 0.4889206 0.62912775
Hyménoptere 0.5705971 0.51493764
Lépidoptere 0.6673497 0.38474988
Valeur propre 1.83 1.01

Pourcentage dq variance 36.68 20.30
expliquée

Tableau 19 : Score de chaque variable sur les composantes principales 1 et 2 de 'ACP, valeur propre
et variance expliquée

Sur la figure 13 et le tableau 19, nous avons extrait 2 composantes principales (CP)
expliquant 56,99% de la variance, la CP1 prenant part & 36,7% et la CP2 comptant pour 20,3%
de cette variance. Nous pouvons remarquer que plusieurs groupes se sont formés en fonction
des sessions (figure 13). Ces groupes sont définis par le tracé des ellipses de concentration
équivalent a 95%. On remarque que l'araignée est 'ordre expliquant le moins les dimensions
contrairement aux diptéres qui ont un fort impact.

La corrélation entre les variables initiales et les scores obtenus grace a I'ACP est
représentée par les 5 fleches correspondant aux 5 ordres d’arthropodes principaux. Nous
pouvons observer que les araignées sont positivement corrélées avec la CP1. Les 4 autres
ordres d’arthropodes présentent quant a eux des corrélations aussi bien avec la CP1 que la
CP2, dans des directions cependant opposées : hyménoptéres et lépidoptéres sont
positivement corrélées avec les 2 CP, les coléoptéres sont positivement corrélés avec la CP1
et négativement avec la CP2, et les diptéres suivent une direction tout a fait opposée aux
coléoptéres. Quant a la répartition des 137 individus selon leurs scores pour les 2 CP, nous
pouvons observer que les ellipses (correspondant a chaque session d’échantillonnage) se
chevauchent partiellement. Nous pouvons également voir que I'ellipse de la session 1 s’étire
a 90° par rapport aux ellipses des sessions 2 et 3.

4. Comparaison des primers

Afin de réaliser une comparaison rigoureuse des deux couples de primers, le nombre
d’échantillons retenus doit étre semblable de part et d’autre. C’est pourquoi, seuls les
échantillons communs entre Galan et Zeale ont été conservés pour cette partie. Cela
représente 88 échantillons au total, soit 12 échantillons de guano issus d’Aubel, 20 d’Aulne, 3
de Durbuy, 39 de Freyr, 1 d’'Orval et 13 de Rochefort.

Galan /Zeale

72 4 63

Figure 14 : Diagramme de Venn montrant le nombre de taxa distincts ou identiques identifiés par les 2
paires de primers
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Anyphaena accentuata

Limonia nubeculosa

Araneus angulatus

Macrocera

Austrolimnophila ochracea

Metellina segmentata

Cantharis pellucida

Neurigona quadrifasciata

Cidaphus alarius

Nuctenea umbratica

Clubiona comta

Operophtera brumata

Clubiona pallidula

Ophion minutus

Cyclosa conica

Ophion ventricosus

Cyzenis albicans

Perilissus albitarsus

Ditula angustiorana

Philodromus collinus

Elateridae

Phytocoris

Enicospilus ramidulus

Plutella xylostella

Episinus maculipes

Pseudatemelia flavifrontella

Fannia canicularis

Rhagio scolopaceus

Gibbaranea gibbosa

Serica brunnea

Hemerobius lutescens

Serratella ignita

Lagria atripes Tipula lunata
Lagria hirta Xysticus lanio
Larinioides sclopetarius Zilla diodia

Tableau 20 : Liste des especes retrouvées pour les deux primers

La figure 14 ci-dessus permet de voir quel est le nombre de taxa similaires entre les
primers et ceux propres a chacun. On remarque que 38 d’entre eux sont présents a la fois
chez Galan et chez Zeale, ce qui correspond respectivement & 34.5% et 37.6% de leurs
résultats. Le tableau 20, quant a lui, est la liste détaillée de ces taxa communs. Parmi eux, on
retrouve 13 espéces d’arachnides (araignées et acariens ; violet) et 25 espéces, genres et
familles d’hexapodes (noir).

Une étude taxonomique de chaque résultat, reprise de la figure 10 est visible en détall
dans l'annexe 4. Elle a permis de réaliser le tableau ci-dessous qui compare les ordres
identifiés par chaque paire de primers, au sein des 88 échantillons communs :

Insectes
Blattoptére 0 1
Coléoptere 7 11
Diptére 18 38
Ephéméroptere 1 2
Hémiptere 3 4
Hyménoptére 8 10
Lépidoptere 31 9
Névroptére 1 2
Psocodae 0 3
Trichoptére 0 1
Arachnides - Acariens
Mesostigmate 2 0
Trombidiformes 3 0
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Arachnides - Araignées
Araneae 36 20
Tableau 21 : Nombre de taxa identifiés pour chaque ordre d’arthropodes et chaque paire de primers

Pour un méme nombre d‘échantillons, nous pouvons voir qu’a premiére vue, en
comparant les deux colonnes du tableau 21, Galan identifie plus de lépidopteres, de
mésostigmates, de trombidiformes et d’araignées que Zeale. De fagon générale, les
arachnides semblent avoir été identifiées plus fréqguemment avec les amorces de Galan tandis
que pour les insectes, excepté les lépidopteres, c'est Zeale qui donne la plus grande diversité.

V. Discussion

Au cours de cette étude, I'objectif principal était de réaliser une analyse exploratoire du
régime alimentaire de Myotis emarginatus, en Wallonie. Grace aux informations fournies dans
la littérature, nous avons défini quelles étaient les lacunes scientifiques actuelles, ce qui nous
a permis de définir des objectifs précis. Ainsi, nous avons évalué comment le régime
alimentaire des ME variait d’'un point de vue temporel mais également géographique. De plus,
nous nous sommes intéressés a l'impact d’'un milieu agricole sur la tendance des ME a chasser
en étables, comportement déja avéré dans des études antérieures en Europe (Kervyn et al.,
2012 ; Steck et Brinkmann, 2006). Pour répondre a ces objectifs, 191 matiéres fécales de ME,
venant de 6 colonies différentes, ont été analysées grace a des techniques génétiques de
pointe. La récolte, effectuée a 3 reprises par colonie, a permis d’identifier les variations des
proies entre les lieux mais aussi entre les mois. Au total, 192 taxa appartenant a la classe des
arthropodes, ont été identifiés. Parmi ceux-ci, nous retrouvons des espéces causant des
dommages, notamment en agriculture. Ces résultats prouvent I'utilité des chauves-souris en
tant qu’alliées de I'agriculture mais également pour leur importance en tant que régulatrices
des populations d’arthropodes, de par I'étude précise de leur régime alimentaire.

1. Intérét de I’étude

Le principal aspect novateur de cette étude est sa réalisation dans une zone
géographique située au Nord de l'aire de répartition du murin a oreilles échancrées, dans
laguelle le régime alimentaire de cette espéce a été trés peu investigué. En effet, seul Kervyn
et al. (2012) s’était intéressé a cette thématique jusqu’a présent. Cependant, I'utilisation d’'un
binoculaire pour reconnaitre visuellement les proies n’avait pas apporté la précision que nous
pouvons avoir a I'heure actuelle avec 'emploi du métabarcoding.

L’autre innovation vis-a-vis de Kervyn et al. (2012) est le nombre de colonies étudiées
sur une zone plus étendue (6 colonies au lieu de 3) et avec des paysages différents. De plus,
une attention particuliére s’est portée sur I'écologie des ordres d’arthropodes les plus présents
dans les matieres fécales. En effet, 'écologie de ces proies est intéressante a prendre en
compte puisque selon leur stade de développement et les milieux dans lesquels on les
retrouve, nous pouvons en apprendre plus sur les zones de chasses du ME.

Une limite que nous avons essayé de pallier malgré le temps imposé est le nombre de
réplicas. En effet, 'idéal aurait été d’en faire afin de confirmer la présence de certains taxa
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présentant en faible nombre de reads. Cependant, notre choix a été de privilégier 'emploi de
deux couples de primers a la place de réplicas qui fournissent des informations plus limitées
lorsque 'on doit choisir entre ces deux alternatives (Elbrecht et al., 2019). Ce choix a permis
d’obtenir des résultats plus complets et reflétant au mieux le régime alimentaire des murins a
oreilles échancrées. De plus, la comparaison de ces primers permettra également d’aider de
futures études dans leur choix, dans le cas ou elles favoriseraient I'utilisation d’un seul couple
d’amorces.

2. Intérét de I'utilisation de plusieurs primers

De fagcon générale, la complémentarit¢ des deux couples de primers s’avére
démontrée pour une étude fine et la plus exhaustive possible du régime alimentaire des
chauves-souris. En effet, grace au graphique de Venn (figure 14), on remarque que seulement
38 espéces de proies communes ont été retrouvées entre les deux couples de primers lors de
la comparaison des 88 échantillons en commun. Cela prouve que chaque couple de primers
a un grand nombre de spécificités qui lui est propre. L'utilisation d’au moins deux paires
d’amorces semble donc indispensable pour réaliser ce type d’étude.

Alors que notre étude portait sur 292 échantillons de guano, 9 d’entre eux n’ont pas été
séquencés avec les primers de Zeale. Ces échantillons ayant été correctement amplifiés avec
les primers de Galan, cette différence ne provient pas de I'échantillon de guano initial. Alors
gue parmi ces 9 échantillons, certains contenaient une faible concentration en ADN (cf.
« Matériel et Méthodes » 2. b) vi. Quantification de 'ADN des échantillons), d’autres n’étaient
pas confrontés a cette situation. L’absence de séquences brutes démultiplexées issues de
ces échantillons manquants indique que la source d’erreur pourrait provenir de l'indexage de
ces échantillons. En effet, siles échantillons n’ont pas été correctement identifiés grace a des
tags, par exemple a cause d’'une erreur de pipetage, aucune séquence ne peut leur étre
associée lors du démultiplexage.

De plus, la comparaison des résultats obtenus avec les primers de Galan et de Zeale
pour les fichiers non-chordés ne semble pas aller systématiqguement dans le sens attendu. En
effet, dans l'article de Clarke et al. de 2014, il est mentionné que les primers de Zeale sont
majoritairement utilisés dans les analyses de régime alimentaire de chauves-souris
européennes, ce qui a gonflé les bases de données vers les Iépidoptéres et les diptéres,
principales proies de ces prédateurs. Or, nos résultats démontrent que les primers de Galan
ont identifié plus de taxa au sein des Iépidoptéres, ce qui prouve a nouveau tout l'intérét de
combiner plusieurs couples d’amorces. En revanche, les taxa de diptéres sont effectivement
identifiés en plus grand nombre par les primers de Zeale.

A propos des résultats obtenus avec les Iépidoptéres, une hypothése peut étre émise.
En effet, laugmentation de l'utilisation de certains primers pourrait permettre une meilleure
reconnaissance de ceux-ci pour 'ordre des Iépidopteres. Que cette hypothése soit avérée ou
non, il faut étre conscient que les données fournies par les amorces varient dans le temps
puisque des bases de données comme BOLD sont constamment mises & jour. Etant donné
que rien n’est figé, I'utilisation de plusieurs amorces avec des avantages et inconvénients
différents peut, une fois de plus, se révéler utile dans une étude.
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3. Impact des méthodes choisies sur nos résultats

Aprées avoir filtré les données non-chordés pour les deux paires d’amorces utilisées, nous
pouvons voir que Galan conserve 58.1 % de ses échantillons et Zeale, 59.7%. Cela signifie
que plus de 40% n’ont pas pu passer les filires dans les deux cas, c’est-a-dire qu’a la sortie
de séquencage, trop d’'informations considérées comme étant des contaminations ou des faux
positifs persistent dans nos données. En retirant autant de données, les filtres ont prouvé leur
efficacité, signifiant que les résultats restants ne comportent que peu voire aucune erreur. De
plus, les résultats des t-tests pairés avant/apres filtrage sont significatifs. Cela confirme que
ces étapes de soumission a des seuils, de déréplication des séquences au sein d’un
échantillon et d’intégration des divers contrbles, sont importantes avant d’analyser ses
données.

4. Identification des proies

Comme il a été souligné dans l'article d’Andriollo et al. (2021), la diversité des proies
retrouvées dans le guano des chauves-souris permet de réaliser un bon inventaire de
I'entomofaune nocturne de la région. En effet, ces études sur le régime alimentaire des
chauves-souris sont 'occasion de (re)découvrir des espéces que I'on croyait absentes ou
disparues du territoire. Elles permettent également d’en savoir plus sur les milieux de chasse
et les types de proies ingérées grace a I'écologie et la phénologie de ces derniéres.

a) Comparaison d’études

Lors de recherches dans la littérature, les 5 ordres de proies les plus consommées en
Europe par le murin a oreilles échancrées sont les diptéres, les araignées, les lépidoptéres,
les coléoptéres et les névroptéres (Steck et Brinkmann, 2006 ; Goiti et al., 2011 ; Kervyn et
al., 2012 ; Vallejo et al., 2019 ; Alberdi et al., 2020). En observant la figure 10, ces résultats
semblent correspondre puisque les 4 groupes les plus fréquents dans notre étude sont les
diptéres (53 taxa) puis les araignées (45), les Iépidoptéres (41) et les coléopteres (16).

En revanche, Kervyn et al. (2012) étant la seule étude de régime alimentaire de murins
a oreilles échancrées en Wallonie, les comparaisons de nos résultats ne se feront qu’avec cet
article. En effet, les autres recherches s’étendant dans des régions situées plus au Sud, dans
le bassin méditerranéen ou dans le Sud de I'Allemagne, ne permettent pas de faire office de
comparaison puisque les arthropodes retrouvés ne sont pas les mémes entre ces zones
géographigues.

b) Taxa peu observés en Wallonie

En s’intéressant aux résultats de notre étude, on remarque que des taxa ayant passé
les filtres mais dont aucun individu n’a, a priori, été recensé en Belgique, persistent. Il s’agit
de Bombus gerstaeckeri, Euura imperfecta, Cnemacantha muscarian, Fannia sociella,
Microtendipes brevitarsis, Perilissus albitarsis, et Rheocricotopus robacki. Comme il a été
mentionné dans les résultats, ce sont des espéces européennes. De plus, la totalité de ces
résultats indiquent une similarité de séquence a plus de 99% avec la base de données. Bien
qu’elles ne soient pas connues en Wallonie a I'heure actuelle, ces especes ne peuvent donc
pas étre considérées comme des erreurs de séquencage. |l est en effet possible de les voir se
déplacer dans cette zone géographique puisque ce sont des espéces qui ont été recensées

41



dans des pays voisins (France, Pays-Bas et Allemagne), a I'exception de Bombus gerstaeckeri
qui semble étre plus fréquente au Sud de I'Allemagne, en Autriche et Hongrie. Cette
observation n’est tout de méme pas impossible puisqu’avec les changements climatiques, et
plus particulierement le réchauffement, les individus peuvent migrer vers le Nord de I'Europe
pour rester dans leur gradient de températures optimales (Gaudin, 2007).

En plus de ces espéces qui ne semblent pas avoir été identifiées en Wallonie jusqu’a
maintenant (absentes sur les plateformes suivantes pour le territoire belge : Observations.be
et GBIF = Global Biodiversity Information Facility), d’autres sont, quant a elles, bien présentes
mais en faible abondance. Bien qu'il faille étre précautionneux avec la plateforme de
recensement Observations.be, elle reste utile pour se donner une idée de I'abondance de
certaines espéces dans notre région.

Chez les dipteres, ce sont les espéces Nephrotoma scalaris et Tipula truncorum qui
sont considérées comme respectivement « trés rare » et « rare » dans notre région, d’aprés
les données d'Observations.be qui recense sur sa plateforme respectivement 3 et 11
observations. Cependant, elles restent fréquentes a I'échelle du monde et ne figurent pas dans
la liste rouge de I''UCN.

D’apreés le catalogue des lépidopteres de Belgique, proposé par « Flemish Entomological
Society » et développé par la plateforme de biodiversité belge (Flemish Entomological Society,
2022) on remargue que deux espéces au sein de cet ordre sont peu fréquentes sur le territoire
Wallon. Il s’agit de deux papillons nocturnes : Argyresthia fundella et Carpatolechia decorella
(respectivement 16 et 21 observations en Belgique encodées sur le portail Observation.be)
que I'on retrouve cependant aisément en Europe.

Notre étude permet ainsi de montrer que certains taxa que 'on croit absents dans notre
région sont en réalité toujours présents, mais persistent au sein de petites populations isolées
et/ou en faible abondance a travers le territoire.

c) Lesravageurs

Les 185 autres taxa ont quant a eux déja été recensés en Belgigque. Cependant,
certains retiennent notre attention et plus particulierement des espéces connues comme étant
a l'origine de divers dégats sur la faune et la flore. Parmi eux, le coléoptére, Brassicogethes
aeneus, communément appelé « Méligethe du colza » a été identifié dans notre étude. Il s’agit
d’'un ravageur de brassicacées dont les principales dégradations sont causées sur le colza
(Daniel & Messerli. 2014). Stomoxys calcitrans est un diptére déja mentionné a plusieurs
reprises qui pique le bétail et peut ainsi transmettre plusieurs maladies (Sharif, 2018). Adelges
cooleyi est un hémiptére également appelé « puceron a galles ». Il doit parasiter des épicéas
et douglas pour effectuer son cycle de vie (Ahern et al., 2009). Cacopsylla melanoneura, est
un hémiptére connu pour étre vecteur de phytoplasmes, des bactéries provoquant des
maladies chez de nombreux arbres dont les pommiers (INRAE, 2021). Korscheltellus lupulina,
est un lépidoptére friand de laitues. Mamestra brassicae est un Iépidoptere faisant des ravages
chez les cruciféeres voire sur certaines solanacées (INRAE, 2014). Plutella xylostella est un
lépidoptére communément appelé « La Teigne du chou » puisqu’il s’attaque également aux
cruciferes (INRAE, 2018). Enfin, Pyralis farinalis est un Iépidoptére dont les larves provoquent
de nombreux dégats étant donné qu’elles se nourrissent de céréales (Commission canadienne
des grains, 2019).
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Bien que ces especes ne représentent que 4.2% des taxa identifiés dans cette étude,
les résultats prouvent que les ME, voire d’autres espéces de chauves-souris européennes,
jouent un rdle dans la lutte contre les ravageurs en agriculture. Ainsi, 'application de pesticides
peut leur nuire a cause d’une réduction du nombre de proies ou de la mise en contact avec
des toxines (Andriollo et al. 2021).

5. Diversité alpha

a) Les colonies

Dans la commune d’Aubel, les taxa les plus fréquents sont les diptéres bien qu’ils ne
soient pas significativement plus élevés quailleurs. Lorsque I'on regarde I'annexe 4 qui
recense I'ensemble des espéces, nous remarquons que 14 des 53 diptéres y sont présents
(26.4 % de dipteres). Parmi ces espéces, on retrouve Stomoxys calcitrans, identifié par Galan,
connu comme étant une mouche d’étable qui pique le bétail. Bien que sa présence soit la plus
élevée (9 individus) dans les deux communes dont la couverture forestiere était la plus faible,
Aubel et Aulne, c’est une espéce que l'on retrouve dans les 6 colonies. La corrélation de
Pearson confirme que plus on retrouve de bovins dans une région agricole, plus 'abondance
de S. calcitrans dans les échantillons est élevée. Le fait que I'on retrouve de 'ADN de bovins
a 141 reprises, dans 109 de nos échantillons, prouve que les chauves-souris sont des
prédateurs de ces diptéres qui parasitent les bovins.

En revanche, Musca autumnalis, espéce d’intérét quand I'on s’intéresse aux mouches
vivant au contact du bétail, n’a pas été conservée suite a I'application des filtres. La méthode
de classement de Razgour étant peut-&tre trop restrictive au niveau des taxa ne pouvant pas
étre identifiés jusqu’a la famille a provoqué une perte d’informations quant aux diptéres
présents dans le guano.

Concernant les Iépidoptéres, I'ensemble des résultats prouve que ce ne sont pas ces
taxa qui sont aisément identifiés par les amorces de Zeale. En revanche, les barplots (figures
11 et 12) et les analyses statistiques donnent des informations a propos des colonies ou ils
semblent plus abondants : Aulne et Freyr. Contrairement aux diptéres et araignées ou I'on
cherchait un lien entre leur présence et le nombre d’étables ou le pourcentage de foréts, les
Iépidoptéres sont quant a eux plut6t liés a la disponibilité en nourriture. Beaucoup de papillons
sont liés a une plante hote et c’est la présence de cette flore qui va induire la présence des
butineurs (Curtis et al., 2015).

Les araignées représentent au minimum un quart des individus ingérés pour
'ensemble des communes sauf Orval (avec seulement 3 échantillons). Cela indiquerait que
peu importe 'emplacement des colonies, c’est un taxon qui est important dans le régime
alimentaire des murins a oreilles échancrées. Il faut ainsi étre prudent avec les résultats. En
effet, au méme titre qu’avec la prédation existant entre les chiroptéres, Stomoxys calcitrans et
le bétail, il est possible de retrouver le méme cas de figure avec les araignées. Ces dernieres
se nourrissant d’insectes, il est possible de retrouver 'ADN de leurs proies et non 'ADN des
proies directes des chauves-souris, dans le guano de ces dernieres. Cependant, il est trés peu
probable que cela soit possible dans le cadre de ce mémoire puisque I'application des filtres
a permis de limiter voire de faire disparaitre cette contrainte, '’ADN de la proie d’'une araignée
n’étant présent qu’en infime quantité dans les échantillons (Mata et al., 2021).
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b) Habitat des arthropodes

Jusqu’a présent, une comparaison des ordres entre chaque colonie a été effectuée
puisque nos hypothéses se basaient essentiellement sur la présence des diptéres et des
araignées en fonction de la surface forestiere. Cependant, il est également intéressant de
connaitre I'habitat principal de chacune de ces proies pour en savoir plus sur les zones de
chasses des ME. Au sein de ce recensement, on y découvre des especes forestiéres, de
milieux ouverts et d’autres retrouvées fréquemment dans des milieux anthropisés.

Dans la colonie d’Aubel (6.3% de forét) on retrouve effectivement peu d’arthropodes
vivant dans les bois a I'exception par exemple du genre Agriopis (Iépidoptere) qui compte des
individus en session 1. Néanmoins, on identifie essentiellement des especes de milieux
ouverts et de milieux anthropisés comme les maisons ou les étables : Drosophila funebris,
Stomoxys calcitrans, Fannia canicularis, Musca domestica et Muscina stabulans.

A Aulne, dont la surface forestiére dans un rayon de 10km autour de la colonie s’éléve
a 17.77%, les arthropodes ont des milieux de vie plus mixtes puisque I'on retrouve aussi bien
des individus de milieux ouverts et semi-ouverts (Cantharis pellucida, coléoptere ; Autographa
gamma, lépidoptére) que boisés (Nephrotoma scalaris et Phaonia subventa, deux diptéres).

Dans les 3 colonies les plus boisées, a savoir Freyr (37.33%), Durbuy (38.3%) et
Rochefort (44.02%), ce sont essentiellement des espéces forestiéres que I'on identifie pour
chacun des ordres.

Enfin, quelques espéces d’arthropodes vivant proches des plans d'eau ont été
recensées parmi nos échantillons. Il s’agit de Microtendipes pedellus (diptére ; échantillons
Frel, R3), Larinioides sclopetarius (araignée ; échantillons Aubl, Aul3, Fre2) et Tetragnatha
montana (araignée ; échantillons Aull, Frel, Fre2, R1, R2). Ces résultats semblent cohérents
avec les zones de chasse de ME qui peuvent aussi se situer en zones humides (Kervyn et al.,
2022) et que des cours d’eau se trouvaient a proximité de tous ces sites (Meuse et Lesse a
Freyr, Lomme et divers étangs a Rochefort, Sambre et divers étangs a Aulne, La Bel a Aubel).

C) Les sessions

Les diptéres sont principalement ingérés en session 3 mais ne sont pas pour autant
significativement plus fréquents que lors des autres passages. En session 3, on y retrouve
notamment 20 des 53 taxa de diptéres identifiés avec nos deux paires de primers. En
s’intéressant a nouveau a Stomoxys calcitrans, on remarque sa présence lors des 3 sessions
d’Aubel et Freyr, des sessions 2 et 3 d’Aulne et Orval et de la session 3 pour Durbuy et
Rochefort. Au cours de la période de récolte (fin mai a mi-aoQt), les dipteres sont
essentiellement au stade imago, c’est-a-dire qu’il est possible que leurs prédateurs n’aient
mangé que des proies au stade adulte et non des larves.

Les Iépidoptéeres sont principalement présents en session 1 (confirmation statistique)
ou 30 des 41 especes sont représentées par au moins un individu. Lors de la période de
récolte, les espéces sont a des stades de développement différents. Beaucoup sont des
imagos mais une partie d’entre elles sont a d’autres stades durant cette saison (Flemish
Entomological Society, 2022). C’est par exemple le cas des 3 espéces du genre Agriopis qui
ont été recensés : A. aurantiaria, A. leucophaearia et A. marginaria. En effet, les adultes sont
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visibles soit plus tard dans l'année (A. aurantiaria), soit plus tét (A. leucophaearia et A.
marginaria). Ainsi, il est probable que les ME se nourrissent des chenilles de ces espéces.
Cette observation est également applicable pour d’autres espéces dont le stade imago
commence plus tard dans I'année : Colotois pennaria, Cymatophorina diluta (imago a partir de
fin juillet mais l'identification date de juin), Erannis defoliaria, Operophtera brumata. En
revanche, d’autres espéces voient leur stade imago prendre fin avant le début des captures.
Il s’agit d’Apocheima hispidaria, Phigalia pilosaria, Polyploca ridens et Tortricodes alternella.
Ces périodes peuvent chevaucher deux années donc il est possible que ce stade qui arrive
« plus tét » dans 'année commence en réalité entre novembre et décembre mais s’étire jusque
mars voire mai. Enfin, deux espéces du genre Orthosia ont été identifiées lors de la premiére
session : O. cerasi et O. cruda. Si I'on en croit leur phénologie, cette période est la fin de la
saison des adultes.

Les araignées sont présentes en grand nombre au cours de tous les passages mais
une tendance significative s’est marquée pour la session 1. Il est possible que ce résultat, tout
comme pour les Iépidopteres, soit d0 a la météo de juillet 2021 ou des fortes pluies sont
tombées en Wallonie, ce qui a pu provoquer une réduction de ces arthropodes lors des
passages 2 et 3.

Les coléoptéres sont majoritairement présents au cours des sessions 1 et 2
(confirmation statistique). Durant ces périodes, 15 des 16 espéces sont présentes (hormis
Serica brunnea). Il semblerait, tout comme pour les diptéres, que I'ensemble des individus
ingérés soient des imagos puisque chacun d’entre eux a été identifié lors d’'une période ou les
imagos de ces espéces sont les plus observés en Wallonie (Observations.be).

d) Indice de biodiversité : Shannon

Quand I'on compare les colonies, I'indice de biodiversité de Shannon indique qu’Aubel,
située en région herbagére, est la localité avec le plus de richesse spécifique. A contrario,
Orval est celle avec la diversité la moins importante. Bien qu’ayant fait une normalisation pour
remettre les colonies au méme niveau, si I'on fait abstraction d’Orval et de Durbuy comme
pour les modeles linéaires mixtes généralisés, c’est finalement Aulne, dans le Condroz, qui a
la diversité la plus faible.

La commune d'Aubel est située dans une région bocagére avec de nombreuses
exploitations laitieres (SPW, 2022). La plantation de ces haies permet (1) aux chauves-souris
de se déplacer plus facilement (cf. Projet Life prairies bocagéres - Natagora, 2020) ; (2) d’offrir
un milieu de vie attractif pour certains arthropodes. De plus, cette diversité des milieux, a savoir
les grandes étendues ouvertes, le réseau de haies, la présence de batiments (fermes et
habitations) avec une faible densité de population et quelques milieux fermés permet d’avoir
une multitude de zones propices pour la chasse de ces chauves-souris, avec une diversité
d’arthropodes plus importante qu'une zone essentiellement forestiére ou avec des champs
séparés par des barbelés (Kervyn et al., 2022). Cette région est d’ailleurs trés attractive pour
les ME, qui forment un grand nombre de colonies dans cette région bocageére.

Aulne est dans le Condroz, dans une zone peu boisée (17.77% de foréts dans un rayon
de 10km autour de la colonie). 48.9% de cette région est consacrée a l'agriculture (contre
43.9% en région herbagere ; SPW, 2022). Lorsque l'on trace un cercle de 10km de rayon
autour de I'abbaye d’Aulne, nous pouvons remarquer que le cercle intégre la moitié de la ville
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de Charleroi, ce qui implique une densité de population bien plus importante que dans les
autres colonies qui ne sont pas a proximité de grandes villes. La différence paysagére entre
Aubel et Aulne pourrait ainsi expliquer la différence de biodiversité retrouvée entre les deux
colonies.

Au niveau des sessions, cest la seconde qui est la plus riche, c’est-a-dire celle
focalisée sur le mois de juillet et la troisieme, la plus pauvre, a savoir le mois d’ao(t. En
observant I'annexe 4, nous pouvons remarquer qu'en comptant le nombre d’espéces par
session, les session 2 et 3 ont environ 50 espéces alors que la session 1 en dénombre presque
150. Cela signifie qu’au niveau du nombre d’espéces, la session 1 domine largement mais
étant donné que I'abondance est également prise en compte, ce n’est pas ce passage qui a
obtenu le meilleur indice. Bien que le nombre d’espéces diminue en session 2, un certain
équilibre se forme, lui donnant un indice plus élevé que pour le premier passage.

6. Diversité béta

a) Indice de biodiversité : Morisita-Horn

D’aprés les résultats de lindice de biodiversité béta, ce sont les communes d’Aulne
(Condroz) et Rochefort (Famenne) qui sont les plus proches lorsque I'on fait abstraction
d’'Orval et Durbuy (qui sont a l'origine les deux colonies les plus proches). En revanche, ce
sont Aulne et Freyr, les deux colonies situées dans le Condroz, qui sont les plus €éloignées en
termes de biodiversité. Cela signifie que méme si les deux colonies se retrouvent dans la
méme région agricole, les différences locales sont tellement éloignées que cela fait différer les
résultats. En effet, Aulne est dans une zone peu boisée prés d’une grande ville et proche de
la région limoneuse tandis que Freyr est boisée a 37.33%, n’est pas proche d’une ville aussi
imposante et est a la limite de la Famenne. En revanche, Rochefort avec 44.02% de bois est
également dans une région anthropisée bien qu’il n’y ait pas de grande ville comme a Aulne,
proche de Charleroi.

Ce sont les sessions 2 et 3 qui ont la diversité la plus éloignée. En revanche, ce sont les
sessions 1 et 3 qui sont les plus proches. Cela est probablement di a la météo de juillet 2021
(fortes pluies), isolant ainsi le second passage des 2 autres.

b) Analyse en composante principale

Cette analyse a permis de confirmer qu'il existe effectivement quelques différences entre
les sessions di a une présence/absence variable des individus appartenant a 5 ordres :
araignée, coléoptere, diptere, hyménoptére et Iépidoptére.

Confrontés a la répartition des 137 individus selon leur score et colorés selon leur session
d’échantillonnage, ces résultats sont conformes aux tendances énoncees plus haut. En effet,
la session 1 est expliquée principalement par la présence d’hyménoptéres et Iépidoptéres.
C’est en effet lors de cette session que les lépidoptéres se sont démarqués statistiquement
parlant des autres sessions. Les coléoptéres étaient quant a eux plus présents en sessions 1
et 2, ce qui est confirmé par ce graphique ou l'ordre va a I'encontre de I'ellipse représentant la
session 3. Les diptéres vont dans le sens des ellipses des sessions 2 et 3 comme l'avait
souligné I'analyse visuelle du barplot (figure 12).
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7. Comparaison avec I’étude de Kervyn et al. 2012

Bien que plusieurs études aient été effectuées en Europe, c’est la seule qui puisse
servir de comparaison puisque les différences géographiques des autres études peuvent
engendrer des différences dans les résultats.

Comme mentionné précédemment, une étude en 2012 de Kervyn et al. a été effectuée
en Wallonie sur le régime alimentaire du murin a oreilles échancrées. La récolte de cette étude
s’est déroulée d’avril a octobre 1999 tandis que la nbtre s’est effectuée de fin mai a mi-aolt
2021. La période étant différente, il est possible de trouver quelques différences entre les
études qui ne sont pas nécessairement liées aux années de récolte et aux techniques
employées mais plutot a cette durée d’échantillonnage. En revanche, les 3 ordres les plus
représentés aussi bien dans ce mémoire que dans I'étude de Kervyn sont les diptéres, les
lépidopteéres et les araignées. Cela signifie qu’en 20 ans, les mémes ordres sont retrouvés
dans les matiéres fécales de Myotis emarginatus. Etant donné que l'étude s’intéressait
principalement aux dipteres des étables a savoir Musca autumnalis et Stomoxys calcitrans,
seules ces deux espéces ont été identifiées. Les autres taxa n’ont été identifiés qu’au niveau
de la famille. Ceci ne permet malheureusement pas une comparaison poussée des espéces
entre les deux études. Cependant, notre étude a permis de montrer que Stomoxys calcitrans
est fortement représenté puisque 43 individus ont été identifiés dans nos échantillons (soit
11.4% des proies globales). Dans I'étude de Kervyn cette espéce représentait 24.5% des
proies globales.

La comparaison de notre étude avec celle de Kervyn est particulierement intéressante
pour le site de Rochefort. En effet, celui-ci est le seul commun a nos deux études. L’étude
précédente avait été effectuée a Rochefort, Bolland et Guirsch, les deux derniers lieux étant
proches de milieux ouverts comme des patures.

Notre hypothese de base tendait a suggérer que, pour cette localité dont le boisement
est important autour de la colonie, les proies majoritaires seraient ainsi identifiées comme des
arachnides. Visuellement, elles représentent 40% des proies ingérées a Rochefort, toutes
sessions confondues. Lorsque I'on regarde I'étude de Kervyn, ce sont en effet les araignées
qui étaient les plus présentes dans le guano des individus la colonie de Rochefort. lls ont
dénombré 29.4% des proies ingérées par les chauves-souris de cette localité. Bien qu’il soit
admis dans les deux études que les araignées appartiennent a l'ordre le plus fréquemment
rencontré dans le guano de ME, aucun résultat significatif appuyant ces données n’a pu étre
fourni.

Un autre point abordé au cours de ces deux études est I'ingestion de chenilles par ME.
En effet, pour Rochefort, I'article Kervyn identifie 7.7% de papillons et 5.9% de chenilles parmi
'ensemble des proies. Dans notre étude ci-présente, toujours a Rochefort, les seules espéces
dont lI'imago est absent a la période d’échantillonnage sont: Agriopis leucophaearia et
Apocheima hispidaria, (1.6% des proies). Les 7 autres espéces identifiées dans cette colonie
étaient au stade adulte au moment de la récolte (6.5% des proies). Cette différence entre les
deux études peut s’expliquer avec la période d’échantillonnage qui a commencé dés avril pour
Kervyn et al. (2012), une période avec un nombre plus élevé de chenilles.

47



8. Réponses aux hypothéses

A présent, nous pouvons répondre clairement & nos hypothéses, émises lors de
l'introduction.

Hypothése I1 = La composition du régime alimentaire du murin a oreilles échancrées
(Myotis emarginatus) difféere au cours de la période de mise bas et d’élevage des jeunes.

Nous observons des résultats significatifs entre les sessions chez les trois ordres
suivants : coléoptéres, araignées et |épidoptéres. De plus, selon les passages, nous avons
remarqué que les chauves-souris mangeaient a certaines périodes les chenilles et non les
papillons au stade adulte. Cela montre que selon les périodes et probablement la disponibilité
en nourriture, ME va modifier la composition de son régime alimentaire en privilégiant un ordre
gu’il rencontre plus fréquemment.

Hypothése II1 = Les colonies de murins a oreilles échancrées (Myotis emarginatus) a
proximité d’étables ou de batiments avec du bétail se nourrissent essentiellement de
diptéres.

Bien que les résultats nous indiquent qu'a Aubel, colonie implantée en ferme, la
fréquence des diptéres s’éléve a 33% dans le guano, les analyses statistiques indiquent que
ce n'est pas significativement différent d’ailleurs. En effet, c’est un ordre trés fréquent en
Wallonie, ce qui signifie que n’importe quelle colonie a un accés presque illimité a ces
arthropodes. En revanche, la présence plus importante de Stomoxys calcitrans, diptére
d’étable, a Aubel prouve I'importance que peuvent avoir ces prédateurs dans les fermes,
devenant ainsi des alliés non négligeables dans le monde de I'agriculture.

Hypothese 112 = Les colonies de murins a oreilles échancrées (Myotis emarginatus)
établies a proximité des foréts se nourrissent essentiellement d’araignées.

Une fois de plus, la colonie de Rochefort ne s’est statistiquement pas démarquée des
autres colonies en termes de quantité d’araignées ingérées. Visuellement, les pourcentages
sont en effet élevés (40%) mais n'apportent pas de différences significatives dans les résultats.
Ainsi, nous ne pouvons pas confirmer cette hypothése avec nos données.

Gréce a cette étude, nous avons pu confirmer notre hypothése concernant la variation du
régime alimentaire de ME dans le temps mais nos hypothéses focalisées sur la géographie
n'ont pas pu I'étre. En revanche, les deux autres ordres les plus fréquents dans nos
échantillons sur lesquels aucune hypothése n’a été émise, a savoir les coléoptéres et les
lépidoptéres ont prouvé que statistiquement parlant, ils sont plus fréquents dans certaines
colonies. En effet, les coléoptéres sont plus fréquents a Rochefort tandis que les Iépidoptéres
le sont plus a Aulne et a Freyr traduisant une variation spatiale pour ces ordres.

9. Ouvertures vers des plans de gestion de I’espeéece
Suite aux résultats de cette étude, nous pouvons remarquer que ME ne va pas chasser

systématiquement dans le batiment dans lequel la colonie est implantée puisque par exemple,
des mouches d’étables se retrouvent dans le guano d’individus venant des 6 communes alors
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que seule la colonie d’Aubel est située dans une ferme. Ce résultat était attendu dans le sens
ou les colonies sont implantées dans des gites offrant les meilleures conditions pour la mise-
bas et I'élevage des jeunes, critére crucial pour la survie et la pérennité de I'espéce. La
sélection des sites de chasse est quant a elle plus flexible et les ME peuvent ainsi chasser
dans des milieux bien distincts, a savoir des milieux aussi bien ouverts que fermés, qui ne sont
pas spécialement a proximité du gite (Kervyn et al., 2022).

Bien gqu’il ne soit pas recommandé de faire des captures lors de la période de lactation
pour ne pas perturber les meres et les jeunes, il serait intéressant d’organiser des captures et
de la télémétrie a la fin de cette période (fin aodt), avant le début de la période de swarming
(reproduction). Cela permettrait d’obtenir des précisions a propos des chemins qui sont
empruntés par les individus ainsi que la distance jusqu’a laquelle ils vont pour se nourrir. En
fonction des résultats obtenus, il serait alors intéressant d’aménager leurs territoires de
chasse. Cela inclurait aussi bien les couloirs de vol que la zone dans laquelle ils sont pour
chasser. En effet, il est possible que certains individus volent au niveau de route éclairées ou
prées de zones trop ouvertes pour pouvoir se nourrir plus loin. Ainsi une diminution de la
luminosité ou 'aménagement de haies pourraient étre les bienvenus pour diminuer les risques
de perturbations lors de leurs déplacements.

De plus, d’aprés nos résultats, beaucoup d’individus semblent aller dans ou a proximité
d’étables. |l serait donc utile de recenser ces batiments pour savoir le type d’étable et le mode
de fonctionnement de celle-ci (temps de luminosité par exemple) et ainsi appliquer ces critéres
pour un maximum de fermes, afin d’augmenter les terrains de chasses des chauves-souris et
potentiellement diminuer la présence de diptéres néfastes pour le bétail dans ces milieux.

Enfin, la présence de ravageurs des récoltes dans nos échantillons prouve I'efficacité des
chauves-souris dans la lutte contre ces insectes. A 'avenir, une prise en compte de ces
prédateurs en agriculture pourrait étre intéressante en réduisant les pulvérisations de
pesticides et en faisant des aménagements pour les chiroptéres en bordure de champs
(exemple, Mesures Agro Environnementales) afin de les attirer dans ces zones propices a la
chasse.
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V. Conclusion

Cette étude avait pour objectif principal d’en savoir d’avantage sur la variation temporelle
et spatiale du régime alimentaire du murin a oreilles échancrées dans notre région, tout au
long de la période de mise-bas et d’élevage des juvéniles. Pour estimer ces variations, une
récolte de matiéeres fécales dans 6 colonies wallonne s’est déroulée entre fin mai et mi-aoQt
2021, a 3 reprises. Ensuite, les échantillons ont été analysés en laboratoire a I'aide du
métabarcoding et du séquencage a haut débit.

Les résultats obtenus nous ont permis de confirmer une variation temporelle dans le
régime alimentaire de ME. En revanche, la variation spatiale, prenant en compte les dipteres
et les araignées dans le guano, selon les types de milieux situés aux alentours des colonies,
n’'a pu étre confirmée dans cette étude. En effet, aucun résultat significatif n’a été observé
guant au fait que nous retrouvons plus de diptéres dans des colonies proches des fermes et
plus de d’araignées dans les colonies proches des foréts, comme mentionné dans la littérature.

La liste détaillée des arthropodes ingérés ainsi que leur écologie ont permis d’offrir des
informations plus larges a propos des zones de chasses de leur prédateur. En effet, bien que
ME soit connu pour avoir des milieux de chasse trés différents, nous avons eu l'occasion d’en
avoir la confirmation avec la présence de proies vivant aussi bien dans les milieux fermés,
ouverts, semi-ouverts, anthropisés et proches de cours d’eau ou d’eaux stagnantes.

De plus, parmi ces proies, des espéeces peu fréquentes voire pas encore observées en
Wallonie ont été recensées dans cette étude. Ces observations peuvent donner espoir sur le
fait que certaines populations que I'on croyait disparues sont encore présentes sur le territoire.
Elles montrent aussi que certaines espéeces sont maintenant établies ou de passage en
Wallonie alors qu’aucun recensement n’avait été effectué jusqu’a ce jour. C’est par exemple
le cas de Bombus gerstaeckeri, généralement retrouvé vers I'Autriche et qui pourrait remonter
aujourd’hui dans des latitudes situées plus au Nord a causes des changements climatiques.

Enfin, des ravageurs de récoltes et des diptéres connus pour induire des maladies au bétail
apres l'avoir piqué ont été identifiés dans nos échantillons. Cela prouve que les chauves-souris
jouent un role essentiel en agriculture en luttant contre ces insectes. Ces résultats doivent étre
pris en compte dans le milieu agricole pour les années futures puisque les pesticides sont
néfastes pour ces prédateurs, alors que ces derniers pourraient au contraire étre utilisés
comme alliés, en tant que régulateurs des populations de diptéres. Un intérét particulier s’est
porté sur Stomoxys calcitrans, un diptére piquant le bétail, pouvant ainsi leur transmettre
certains pathogénes. Bien qu’une seule des colonies étudiées était implantée dans une ferme
(Aubel), ce diptére a répondu présent, bien que chez moins d’individus, dans les cing autres
colonies également. Cela souligne 'omniprésence de cet insecte ainsi que le réle que jouent
les chauves-souris en s’en nourrissant, qu’elles soient implantées dans des batiments
agricoles ou non.
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Annexe 2 : Détails supplémentaires des étapes effectuées en laboratoire
Extraction d’ADN

Tout d’abord (Figure 16 ; 1), les échantillons, conservés dans des tubes Eppendorf de
2mL contenant 1 mL d’éthanol, ont été sortis du congélateur, puis mis dans la centrifugeuse
30 secondes a vitesse maximale (14 800 rpm) pour que I'ensemble de contenu se retrouve au
fond de 'Eppendorf. A I'aide de micropipettes, I'éthanol a été retiré des tubes en 2 fois, afin
d’enlever le plus grand volume possible de cet agent conservateur qui pourrait interférer avec
I'extraction de 'ADN. Malgré cela, I'éthanol est privilégié a I'eau pour la conservation de nos
échantillons puisque 'ADN est insoluble dans I'éthanol. De plus, cet alcool a une constante
diélectrique plus faible que I'eau, ce qui permet a 'ADN de précipiter (Oswald, 2021). Chaque
échantillon a été recentrifugé 3 minutes a 6000 rpm entre ces deux étapes. Une fois les tubes
vidés de leur éthanol, les échantillons de guano ont été transférés dans des tubes de 2 mL
contenant 400 mg de billes de zircon-silice. Ces tubes ont préalablement été manuellement
remplis avec 200 mg de billes de 0.1 mm et 200 mg de 0.5 mm, a l'aide d’'une balance
analytique, puis placés sous rayonnements ultraviolets pendant 30 minutes pour €liminer toute
contamination par des acides nucléiques. Le guano a alors été ajouté a ces tubes a l'aide
d’'une pince métallique, désinfectée entre chaque échantillon (plongée dans de I'éthanol pur,
passée dans une flamme puis dans de I'eau pure).

-
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< ‘ ) ‘ ' '
Stool sampling Add Stool lysis buffer Incubation Take the supernatant only
. J
Genomic DNA Extraction ' N
5)
"o spin L] son L spin spin Spin
— — —_ — —_ -
LA e e e 2L
-
i LT, Cuy
Add Binding DNA Add Washing Add Washing Drying Add Elution Purified
buffer binding buffer 1 buffer 2 buffer DNA 4

Figure 16 : Annexe 2 - Etapes de la préparation a I'extraction et de I'extraction d’ADN( Snow Leopard
Preservation Project)

Lorsque les tubes contiennent les billes et I'échantillon (Figure 16 ; 2), 1 mL d’Inhibitex
®, préalablement chauffé pour étre homogeéne, a été ajouté. Ce produit permet d’inhiber tous
les agents inhibiteurs de PCR comme, par exemple, I'urée dans notre cas. Ensuite, les tubes
ont été vortexés afin d’effectuer un premier mélange. Les tubes ont été transférés dans un
TissueLyserll (QIAGEN, 2010), pour étre agités pendant 3 min a 30 Hz. De cette agitation
découlent de multiples chocs des billes sur la paroi des bactéries et levures, libérant ainsi leur
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ADN. C’est une technique plus efficace que les chocs thermiques, par exemple (Tell et al.,
2003), pour lyser les parois des bactéries gram positives. La combinaison de deux types de
tailles de billes permet d’augmenter I'efficacité de la lyse en ciblant des micro-organismes de
différentes tailles (Vandeventer et al., 2011). Suite a cela, (Figure 16 ; 3), les tubes ont été
placés dans un incubateur & 95°C pendant 5 min, puis vortexés 30 secondes. La centrifugation
qui suit (Figure 9 ; 4) a duré une minute et a permis de séparer le surnageant des résidus
solides restants. Dans de nouveaux eppendorfs de 2 mL, 200 uL de surnageant de chaque
échantillon ont été transférés. Les eppendorfs ont finalement été centrifugés 15 secondes pour
éliminer les potentielles gouttelettes restantes sur les parois du tube. Les étapes suivantes
(digestion des protéines, fixation de 'ADN a la membrane des colonnes, lavage des colonnes
et élution) ont été automatisées dans un QIACube (Figure 17 ; 5 et figure 16), suivant une
version modifiée du protocole QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit - Isolation of DNA from stool
for pathogen detection. Pour préparer cette derniere étape, tous les éléments nécessaires a
I'extraction ont été disposés dans le QIACube: les eppendorfs contenant les échantillons (le
surnageant, figure 17 ; 4), les solutions tampons (5 buffers : AL, éthanol, AW1, AW2 et ATE,
visibles figure 17 ; 5), la protéinase K (figure 17 ; 2), des tips de 1000 pL et de 200 uL (figure
17 ; 3), un nouvel eppendorf de 1,5 mL qui sera le réceptacle de fin pour notre échantillon et
une colonne qui sert a retenir TADN a l'aide d'une membrane en silice, ces deux derniers
éléments étant disposés dans un adaptateur spécifique pour le rotor (figure 17 ; 1). La
protéinase K, I'AL et I'éthanol interviennent dans la lyse des enzymes, AW1 et AW2 lavent la
membrane de la colonne pour retirer 'excédent (tout ce qui n’est pas de 'ADN) et 'ATE permet
de décrocher 'ADN de la membrane et de le conserver dans I'eppendorf final. En paralléle a
ces manipulations, nous avons ajouté un blanc lors de chaque batch d’extraction, qui fait office
de témoin (contrdle négatif). En effet, toutes les étapes auront été appliquées a ce tube si ce
n’est I'ajout de guano, ce qui permet de quantifier d’éventuelles contaminations.

Figure 17 : Annexe 2 - Photographie de l'intérieur du QIACube

La modification apportée par rapport au protocole de base concerne le volume
d’élution, que nous avons fixé a 90 yL d’ATE au lieu de 200 yL comme recommandé par le
protocole initial, et cela afin de maximiser la détection de pathogénes et de fragments d’ADN
au départ de faibles volumes, le guano de Myotis emarginatus étant bien en dec¢a des minima
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recommandés : ~20 mg au lieu de 200 mg. Outre cette modification personnelle, plusieurs
modifications sont apportées au protocole initial via sa version “Pathogen detection”, et
concernent toutes une réduction du volume des solutions ajoutées : 15 uL de protéinase K,
200 pL de tampon AL et 200 pL d’éthanol pur contre, respectivement, 25, 600 et 600 L.

Enfin, il faut souligner le fait que chaque étape implique la désinfection scrupuleuse de
la table et du matériel de travail avant et aprés manipulation a l'aide de la Javel (diluée a 30%)
ou de produits adéquats pour les machines. Il faut également désinfecter les gants en nitrile
entre chaque échantillon. De plus, la majorité de I'extraction du guano s’effectue dans une
piece dédiée aux échantillons comportant peu d’ADN, dont le risque de contamination est
faible. Il est donc obligatoire de porter une blouse et des sur-chaussures.

Purification 1

La purification 1 commence par une centrifugation de nos plaques d’échantillons a 2000
rpm et un passage au vortex des billes métalliques, placées a température ambiante 2h avant
la manipulation. Ces billes sont ensuite ajoutées aux puits d’une plaque adaptée a la
purification, a I'aide d’'une micropipette. Nous avons rajouté 20 uL de billes (0,8 pyL par uL
d’échantillon lorsque I'échantillon fait plus de 100 paires de bases), ainsi que 25uL
d’échantillon dans chaque puits. Aprés 5 minutes, la plaque est posée sur une base aimantée,
pour que les billes soient attirées par 'aimant, devenant ainsi polarisées et permettant la
fixation de I'’ADN, globalement chargé négativement. Cela nous permet de retirer la totalité du
liquide sans perdre 'ADN. S’en sont suivies deux étapes identiques de ringcage, a l'aide
d’éthanol 80% :140 L ont été ajoutés par puits et retirés aprés une minute. Ces ringages
permettent de conserver uniguement notre ADN fixé aux billes. Ensuite, une fois les billes
séches, la plaque a été retirée de I'aimant. Nous avons ajouté 27.5 yL de Tris dilué (49 mL
d’eau pure pour 1 mL de Tris) dans chaque puits avant de poser a nouveau la plaque sur
'aimant. Aprés 2 minutes, nous avons transféré 25 uL d’échantillon purifié sur une nouvelle
plague PCR. Enfin, la plaque doit étre refermée avec de I'aluminium (spécifique pour les
plagues 96 puits) et conservée au frais (au congélateur si 'amplification par PCR n’est faite
que le lendemain, sinon au réfrigérateur).

Picogreen

Pour le préparer, il a été nécessaire de le diluer 200 fois dans du TE (ThermoFischer,
2022). Ensuite, 100 L de ce « mix Picogreen » a été ajouté dans chaque puits. Ce mix devait
étre ajouté colonne par colonne, a intervalle de 30 secondes, qui est le temps de lecture de la
machine. Cela permettait a chaque puits d’incuber sur une durée équivalente. Avant d’'insérer
la plague dans la machine, un passage de 5 min dans le noir total était nécessaire. En effet,
le Picogreen doit étre conservé dans I'obscurité pour ne pas étre activé avant le calcul des
concentrations, auquel cas nous aurions généré des résultats moins précis.

63



Annexe 3 : Fichier recu suite aux analyses bio-informatiques

A la réception de notre fichier CSV, obtenu grace a I'utilisation du cluster en
bioinformatique, les 4 premiers fichiers contiennent les colonnes suivantes :

- Nom de I'échantillon. Exemple = Aub1-1-Z S1099 L003 ; LieuN°session-N°échantillon-
Primer_InformationsSéquencage

- Numéro de la séquence au sein de I'échantillon.

- Nombre de reads de la séquence dans I'échantillon.

- Le pourcentage de reads d’une séquence au sein de I'échantillon aprés filtrage.

- Identification du taxon.

- Pourcentage de distance entre les résidus

- Pourcentage de similarité entre la séquence et les informations dans la base de
données.

- Séquence

- Nombre total de reads dans 'échantillon avant filtrage

- Nombre total de reads dans 'échantillon aprés filtrage

- Le pourcentage de reads d’une séquence au sein de I'échantillon avant filtrage.

Le fichier « stats » est quant a lui un résumé du nombre de reads avant et apreés filtrage
pour chaque échantillon ainsi que le pourcentage de reads restants aprés les filtres.

galan-chordés galan-non-chordés zeale-chordés zeale-non-chordés stats

Figure 18 : Annexe 3 - Fichier CSV recu apres le séquencage
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Annexe 4 : Taxa identifiés par la base de donnée BOLD sur les primers de Galan et de Zeale

Insectes
Blattoptere
Coléoptere

Diptéere

Ectobius

Athous subfuscus
Athous vittatus
Brassicogethes aeneus
Cantharis cryptica
Cantharis nigricans
Cantharis pellucida

Elateridae

Elodes
Lagria atripes

Lagria hirta

Lamprohiza splendidula
Litargus connexus
Magdalis flavicornis
Polydrusus formosus
Polydrusus pallidus
Serica brunnea

Aphidoletes
Atrichopogon
Austrolimnophila ochracea

Bactromyia aurulenta
Bryophaenocladius
Cnemacantha muscaria
Conchapelopia
Cricotopus

Culex

Cyzenis albicans

Dioctria linearis
Drosophila funebris
Empis tessellata
Fannia canicularis

Fannia sociella
Forcipomyia
Lauxaniidae
Limonia nubeculosa

Macrocera

Meliscaeva auricollis
Microtendipes brevitarsis
Microtendipes pedellus
Musca domestica
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G-Frel

G-D2
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Z-D1
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G-Aull

Z-Aull

G-Aull G-Frel

Z-Aull Z-Frel

G-Aubl

G-Aubl G-Aull G-Frel G-R1
Z-Aubl Z-Aull Z-D1 Z-Frel Z-R1
G-Fre2

Z-Aul2 Z-Fre2 Z-R2
Z-Fre2

Z-D1

Z-R1

Z-Frel

Z-R1

G-Fre3

Z-Fre3

Z-Frel

Z-Frel

G-Aull

Z-Aull

Z-Aub?2

Z-Aul3 Z-R3

Z-Aull

Z-R1

Z-Aub3

Z-Aub3 Z-Fre3 Z-R2 Z-R3
G-Aull

Z-Aull Z-Aul2 Z-Frel
Z-R2

Z-Aubl Z-Aul3

G-Aull

G-Aubl G-Aul2 G-Fre3
Z-Aubl Z-Aul2 Z-Aul3 Z-Frel Z-Fre3 Z-R3
Z-Aull Z-Frel

Z-R1

G-Frel

G-Frel G-Fre3 G-R3
Z-Aubl Z-Aul3 Z-Frel Z-Fre3 Z-R2 Z-R3
G-Aull

Z-Aull

Z-Frel

Z-03

Z-Frel Z-R3

G-Fre3

Z-Aubl Z-Fre2




Ephéméroptere

Hémiptére

Hyménoptére

Muscidae

Muscina stabulans
Nephrotoma scalaris
Neurigona quadrifasciata

Phaonia subventa
Phorocera obscura
Pollenia pediculata
Pseudolyciella pallidiventris
Psychoda albipennis
Psychoda gemina

Rhagio scolopaceus

Rheocricotopus robacki
Rhopalomyia

Scaeva pyrastri
Scathophaga stercoraria
Smittia

Sphaeroceridae
Stomoxys calcitrans

Sylvicola cinctus
Synorthocladius semivirens
Syrphus vitripennis
Tachinidae

Thaumatomyia

Tipula

Tipula fascipennis

Tipula lunata

Tipula pseudovariipennis
Tipula scripta

Tipula truncorum
Xanthogramma

Baetis fuscatus
Heptagenia sulphurea
Serratella ignita

Adelges cooleyi
Cacopsylla melanoneura
Palomena prasina
Phytocoris

Pinalitus cervinus
Psallus betuleti
Rhabdomiris striatellus
Astiphromma splenium
Bombus gerstaeckeri
Cidaphus alarius

Enicospilus ramidulus
Euura imperfecta

Hyposoter clausus
Netelia
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Z-R3

Z-Fre3
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Z-Aull

Z-R3

Z-D1

G-Aub

G-Aul3

Z-R3

Z-R3

G-Aubl G-Aub2 G-Aub3 G-Aul2 G-Aul3 G-D3
G-Frel G-Fre2 G-Fre3 G-02 G-03 G-R3
Z-Aubl

Z-R3

Z-R3

Z-Aull

Z-R3

Z-Aull Z-Frel
Z-D1

G-Aull G-Frel
Z-Aubl Z-Aull Z-D1 Z-Frel Z-R1
Z-D1 Z-Frel
Z-Aubl

Z-Aull

Z-Fre2

Z-Aul2 Z-D3
Z-Fre2

G-D1

Z-D1 Z-Frel
Z-R1

Z-Aubl

Z-R1

G-03

Z-03

Z-Frel

G-Aubl
G-Aubl G-Frel
Z-Aull

Z-Fre2

G-Frel

Z-Frel Z-R1
G-Fre2

Z-Fre2

Z-Aubl

Z-Aubl Z-Aull Z-Frel
G-R3




Lépidoptere

Ophion
Ophion costatus
Ophion minutus

Ophion ventricosus

Ophioninae
Perilissus albitarsus
Zele albiditarsus
Acrobasis repandana
Agriopis aurantiaria

Agriopis leucophaearia
Agriopis marginaria
Apocheima hispidaria
Apoda limacodes
Archips podana
Argyresthia fundella
Autographa gamma
Camptogramma bilineata
Carpatolechia decorella
Cnephasia

Cnephasia incertana
Colotois pennaria
Cosmia trapezina
Cymatophorina diluta
Ditula angustiorana

Erannis defoliaria
Eupithecia
Korscheltellus lupulina
Mamestra brassicae
Nematopogon robertella
Noctua pronuba
Operophtera brumata

Orthosia cerasi
Orthosia cruda

Parornix anglicella
Phigalia pilosaria
Phyllonorycter harrisella
Plutella xylostella

Polyploca ridens
Prays
Pseudatemelia flavifrontella

Pyralis farinalis
Schreckensteinia festaliella
Taleporia tubulosa
Tortricodes alternella
Tortrix viridana

Ypsolopha parenthesella
Ypsolopha ustella
Zeiraphera isertana
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G-Aubl G-Aull G-Frel
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G-Frel G-R1
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Névroptére

Psocoptére

Trichoptére

Arachnides - Acariens
Mesostigmate

Trombidiformes

Arachnides - Araignées
Araneae

Hemerobius
Hemerobius lutescens

Loensia pearmani
Psocodea
Valenzuela flavidus
Athripsodes albifrons
Polycentropus

Halolaelapidae

Macrocheles muscaedomesticae

Acalitus sp.
Pygmephoridae
Tydeidae

Anelosimus vittatus
Anyphaena accentuata

Araneus angulatus

Araneus diadematus
Araneus sturmi
Araneus triguttatus
Araniella opisthographa
Araniella cucurbitina
Clubiona brevipes
Clubiona comta

Clubiona corticalis
Clubiona pallidula

Cyclosa conica

Diaea dorsata
Dipoena melanogaster
Enoplognatha
Episinus maculipes

Gibbaranea gibbosa
Hyptiotes paradoxus
Larinioides patagiatus
Larinioides sclopetarius
Lathys humilis
Metellina

Metellina merianae

Metellina segmentata

Nuctenea umbratica

Parasteatoda lunata

Parasteatoda tepidariorum
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Z-Aull Z-Aul2
G-Aubl
Z-Aubl
Z-Fre2
Z-Fre3 Z-R2
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G-Frel G-Fre3
G-Aul3
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Z-Fre2 Z-R3

G-Aul3 G-R3
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G-Aubl
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G-Frel

Z-Aull Z-D1 Z-Frel Z-Fre2

Z-Frel

G-Aubl G-Frel

Z-Frel

G-Aull G-Aul2 G-Frel G-R1

Z-Aull Z-Frel G-R1
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G-Frel

G-Frel

G-Fre2 G-Fre3 G-R3

Z-Fre2 Z-Fre3 Z-R2 Z-R3

G-Aubl G-Aull G-Frel

Z-Aubl Z-Aull Z-D3 Z-Frel Z-Fre3 Z-R1 Z-R2
Z-R3

G-D1 G-R1

Z-Aubl Z-Aul3 Z-D1 Z-D3 Z-R1

G-Aubl G-Aul3 G-Fre2

Z-Aubl Z-Aul3 Z-Fre2

G-Frel

Z-R3

G-Fre

G-Aul3

Z-Aul2 Z-Aul3 Z-Fre3 Z-R2

G-Aubl G-Aull G-D1 G-Frel G-Fre2 G-R1 G-
R2 G-R3

Z-Aull Z-D1 Z-Frel Z-Fre2 Z-R1 Z-R2 Z-R3
G-Frel

Z-Aubl




Philodromus collinus

Philodromus dispar
Philodromus praedatus
Platnickina tincta
Steatoda bipunctata
Tegenaria domestica
Tegenaria ferruginea
Tenuiphantes tenuis
Tetragnatha
Tetragnatha montana
Tetragnatha obtusa
Theridion pinastri
Theridion varians
Trematocephalus cristatus
Xysticus lanio

G-D1 G-R3

Z-D1 Z-R3

Z-Frel Z-Fre3

G-Frel

G-Fre

G-Aub

G-R3

G-Aubl

Z-Fre2

Z-D1 Z-D3

G-Aull G-Frel G-Fre2 G-R1 G-R2
G-Frel

G-Frel

G-Frel

G-Frel

G-Aubl G-Aull G-Frel
Z-Aubl Z-Frel

Zilla diodia G-Aull G-Frel
Z-Aull Z-D1 Z-D3 Z-Frel Z-Fre2 Z-R1 Z-R2 Z-
R3

Zygiella Z-Aubl Z-Aul3
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Annexe 5 : Biplot - ACP lieux
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Figure 19 : Annexe 5 - Biplot - Analyse en composante principale des lieux sur les ordres arthropodes
principaux du régime alimentaire de Myotis emarginatus (taxa présent chez plus de 10 individus)
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