Demande de dérogation pour la capture et la perturbation
intentionnelle de spécimens d’especes animales protégées

d’amphibien a des fins scientifiques et de conservation
dans le Bas-Rhin de 2019 a 2021

Etude par Capture Marquage Recapture des amphibiens présents
dans les bassins d’orage routiers du Bas-Rhin

La fragmentation des habitats induite par I’anthropisation des terres, en particulier avec la
construction d’infrastructures linéaires de transports dont les routes, est I'une des causes
majeures reconnues de I’érosion actuelle de la biodiversité. Les routes sont habituellement
couplées a la construction de bassins d’orage captant les eaux de ruissellement afin de les
contenir, les stocker et les dépolluer avant leur éventuelle évacuation dans I’environnement.
Bien qu’il soit reconnu que I’eau des bassins d’orage est polluée, il a été montré a plusieurs
reprises que ces bassins peuvent étre colonises par la flore et la faune, et notamment par les
amphibiens (Watts et al., 2010 ; Scher & Thiery, 2005). Ce taxon est I’un des plus menacés au
niveau mondial et la totalité des especes présentes sur le territoire francais est protegée (Stuart
et al., 2004 ; UICN, 2015).

Ce projet de recherche vise a définir les fonctionnalités écologiques des bassins d’orage
routiers pour les amphibiens.

Aujourd’hui, les gestionnaires de voirie mettent en ceuvre des mesures visant a empécher
les amphibiens de rentrer dans les bassins. Cependant, la présence d’amphibiens dans ces
bassins clos questionne d’un point de vue fondamental sur le fonctionnement, la dynamique et
le devenir des populations d’amphibiens présentes dans les bassins et, sur le plan opérationnel
sur ’efficacité et la pertinence de ces mesures d’empéchement. D une part, la pollution (en
particulier par les métaux lourds) est supposée avoir un effet délétere a court terme sur le
phénotype et la survie des individus et a long terme sur les capacités reproductrices et in fine
sur la dynamique de la population en présence. Cependant, si le recrutement contrebalance la
mortalité, ces bassins pourraient alors servir d’habitat adossé a un réseau de mares existant. La
question se pose alors : les bassins d’orage sont-ils des sources ou des puits écologiques ?

Une source écologique est un milieu ou 1’on rencontre un taux de natalité plus fort que le
taux de mortalité, ou I’on va rencontrer une dispersion ainsi qu’une immigration importante et
ou les individus présents se trouve dans un bon état de santé. Au contraire un puits écologique
va rencontrer un taux de mortalité plus élevé que le taux de natalité ainsi qu’une faible
dispersion et une immigration variable, les individus présents seront majoritairement en
mauvaise état de santé (Pulliam, 1988).

Afin de répondre a cette question fondamentale, nous proposons d’établir un premier bilan
de situation de I’utilisation des bassins d’orage routiers par les amphibiens a I’échelle du
département du Bas-Rhin a partir d’inventaires standardisés selon le protocole PopAmphibien.
Ensuite, la dynamique des populations au sein de ces mares et les éventuelles connexions entre
les mares sera analysée pour statuer sur le role écologique des bassins d’orage : nous testerons
en particulier le succés reproducteur des amphibiens et plus spécifiquement du Crapaud vert




(Bufotes viridis) en lien avec les taux de polluants par les métaux lourds. Sur le plan
opérationnel, si des bassins s’aveérent étre des puits écologiques, des mesures de cloisonnement
efficaces seront recherchées via un travail de conception et de test en conditions contrdlées sur
les espéces les plus a mémes de franchir les mesures de cloisonnement actuelles. En revanche,
pour les bassins identifiés comme des sources écologiques, des pratiques de conception et
d’entretien favorables aux amphibiens seront recherchées afin d’établir un guide de
recommandations a destination des maitres d’ouvrage.

1) Utilisation des bassins d’orage par les amphibiens

Afin de déterminer I'utilisation des bassins d’orage par les amphibiens, il est nécessaire de
faire des inventaires, mais également un suivi sur plusieurs années. La méthode de capture-
marquage-recapture est une méthode standard de suivi démographique qui permet d’estimer les
entrées (naissances, immigration) et sorties (mortalité, émigration) des individus dans et entre
les bassins. La CMR est a la base de modeles de dynamique de populations que nous
appliquerons ici aux amphibiens.

a.

I. Espéces concernees
Crapaud vert (Bufotes viridis) Triton alpestre (Ichtyosaura alpestris)
Crapaud calamite (Epidalea calamita) Triton palmé (Lissotriton helveticus)
Crapaud commun (Bufo bufo) Triton ponctué (Lissotriton vulgaris)
Grenouille rousse (Rana temporaria) Triton crété (Triturus cristatus)
Grenouille agile (Rana dalmatina)
Grenouille verte (Pelophylax sp)

b.

I. Especes concernées

Crapaud vert (Bufotes viridis)



ii. Sites de capture
Nous souhaitons réaliser le suivi sur 45 bassins d’orage et 18 autres plans d’eau (Fig. 1). Cette
localisation s’est faite en collaboration avec I’association Bufo.
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Fig. 1 : Sites de capture

iii. Capture
Les captures se feront de fin février a fin ao(t suivant le cycle biologique des espéces.
Trois passages par plan d’eau seront réalisés de nuit durant les périodes les plus propices a la
présence de chacune des especes.
Différentes méthodes de capture pourront étre utilisées :
Capture a la main lors de la migration vers la mare de reproduction ;
Capture a I’épuisette directement dans la mare ;
Filet vertical avec seaux enterreés ;
Avant tout inventaire et a chaque changement de site, un protocole d’hygiéne sera
respecté consistant en la désinfection au Virkon® de I’ensemble du matériel (waders, bottes,
épuisettes, gants) afin d’éviter les éventuels transferts d’agents pathogénes (Miaud, 2014).

Pour la capture au filet vertical avec seaux enterrés, une éponge humide sera déposée au
fond de chaque seau pour garantir des conditions favorables aux animaux piégés. De plus, une
fine planche en bois sera déposée dans chaque seau pour permettre la sortie des prises
accidentelles (micromammiferes). Chaque dispositif sera relevé quotidiennement en fin de
soirée et en début de matinée. Un maximum de 3 bassins d’orage sera équipé d’un filet avec
seaux enterreés.



iv. Identification individuelle

Les puces RFID sont communément utilisées pour identifier les amphibiens sans
qu’aucun impact n’ait ét¢ démontré sur la condition physique des individus a long terme (Perret
& Joly, 2002). De plus, la perte de puces RFID étant trés rare, elles garantissent d’identifier les
individus ainsi marqués tout au long de leur vie. C’est pour cette raison que dans notre étude,
I’identification individuelle des amphibiens se fera par implantation de puce sous-cutanée au
niveau du flanc de I’animal (RFID, <12mm ; Fig 2, Claude Miaud, communication personnelle).
Avant chaque implantation de puce, un anesthésiant local (créme EIma) sera appliqué. La creme
Elma est utilisée pour réduire toute éventuelle souffrance animale lors de I’injection de la puce
(Claude Miaud, communication personnelle ; programme Ectopyr sur le Calotriton des
Pyrénées). Une fois I’implantation réalisée, un point de colle chirurgicale permettra de refermer
facilement la plaie afin d’éviter toute infection.

Fig. 2 : Marquage d'un Triton alpestre par implantation d’une puce RFID

Pour le Crapaud vert, espéce particulierement sensible a la manipulation, nous mettrons
en place un systeme de reconnaissance individuelle par photo-identification (taches dorsales),
comme cela est déja réalisé chez d’autres amphibiens (e.g. Sonneur a ventre jaune ; ONF-
MEDDE, 2016). Cette méthode est utilisée par notre équipe sur d’autres taxons (tortues
aquatiques) et permet de limiter d’autant plus la manipulation et le stress des individus.
Néanmoins, cette méthode a des limites si le nombre d’individus identifier est important (>200)
ce qui sera notre cas. D’aprés Aurélien Besnard (Maitre de conférence EPHE, spécialiste de
dynamique des populations), il semble risqué d’utiliser la photo-identification seule pour de si
grand effectif. Par conseéquent, pour cette espéce, nous utiliserons les 2 méthodes
d’identification.

Sachant que I’effectif moyen rencontré dans un bassin d’orage est d’environ 60 Crapauds
verts (thése de Jonathan Jumeau, 2017), et que d’apres 1’association Bufo, plusieurs centaines
d’individus de Crapaud vert sont rencontrés sur minimum 8 sites différents. De plus, nous
espérons trouver de nouveaux sites abritant cette espéce. Nous ne capturerons et n’identifierons
par implantation de puce RFID pas plus de 50 males et 50 femelles par espéce par plan d’eau
et par an. Ce qui revient a N = 63 sites x 100 individus = 6300 individus de chaque espéce
capturés et pucés par an.

Sisur un site donné, nous rencontrons plus de 100 individus de Crapaud vert, les individus
supplémentaires seront identifiés uniqguement par photo-identification dans la limite de 500
individus par site. Ce qui revient a 63 sites x 500 individus = 31500 individus capturés.
Ces nombres ne seront siirement pas atteint, mais il est important d’envisager de gros effectifs
dans un suivi de démographie d’une espece.

v. Suivi biométrique individuel
Lors des sessions de CMR, chaque individu capturé fera systématiquement I’objet de
manipulations minutieuses pour assurer le meilleur suivi de son état de santé et de son statut.

Lors de sa premiére capture de ’année, chaque individu sera :



- identifié par lecture de sa puce ou photo individuelle ; lorsque I’individu capturé n’est
pas encore connu, la méthode d’identification individuelle adaptée sera appliquée (comme
décrit plus haut) ;

- mesuré¢ a I’aide d’un pied a coulisse (£0.1 mm) : longueur totale museau-cloaque,
longueur de I’avant-bras, longueur du tibia ;

- pesé a l’aide d’une balance plateau de précision (+0.1 g); cette mesure sera faite
systématiquement a chaque recapture : suivi de la condition corporelle ;

- photographié : vue dorsale et ventrale sur fond quadrillé, profil gauche et droit et vue
dorsale de la téte ; toute particularité structurale sera notée et photographiée de prés :
photo-identification et suivi de la morphologie et des anomalies externes ;

- prélevé, au niveau de la bouche avec un écouvillon qui sera placé dans une cupule
numérotée avant analyse a 'TPHC : suivi génétique de population, étude de la filiation ;
- la date/heure et lieu de la capture et du relacher seront notés ; ’animal sera relaché sur
son lieu de capture.

Nombre d’individus concernés : 500 individus maximum par espéce et par sites, avec
recapture éventuelle au cours de sessions successives.

Pour limiter le stress lié a la manipulation, la durée de manipulation sera réduite au
minimum. Des gants en latex non poudrés a usage unique seront utilises pour éviter la
transmission d’agents pathogénes tout en maintenant I’intégrit¢é du mucus épidermique
protecteur. Avant chaque implantation de puce RFID, un anesthésiant local (creme Elma) sera
appliqué. La creme Elma est utilisée pour réduire toute eventuelle souffrance animale lors du
marquage chez les d’amphibiens (Claude Miaud, communication personnelle), ou encore dans
le programme Ectopyr sur le Calotriton des Pyrénées. De par les précautions prises (gants,
désinfection) et les méthodes employées, 1’impact sur la population sera négligeable.

2) Succes reproducteur des amphibiens

Le but est d’estimer le taux de survie des tétards (du stade 1 au stade 4 ; Fig. 3) dans
différents plans d’eau (bassins d’orage et autres plans d’eau) afin de comparer les succes
reproducteurs des populations confrontées a des taux de pollution a priori contrastés.

i. Espece concernée
Crapaud vert (Bufotes viridis)
Grenouille verte (Pelophylax sp)

Le protocole utilisé étant complexe, nous souhaitons restreindre cette étude aux especes les
plus rencontrées dans les bassins d’orage (Jumeau, 2017): Crapaud vert, qui présente le plus
fort enjeu de conservation et la Grenouille verte plus commune.



Stade Description
Stade 1 Tétard apres éclosion,
branchies externes

Stade 2 Ebauche et apparition des
membres postérieurs

Stade 3 Membres postérieurs bien

développé avec 5 doigts
Stade 4  Apparition des membres
antérieurs

ii. Sites de capture
Nous souhaitons réaliser le suivi sur 10 bassins d’orage et 10 autres plans d’eau ou ces especes
sont présentes en trés forte concentration (+100 individus reproducteurs) (Fig. 1).

iii. Capture

Pour étudier I’'impact de la pollution sur le succes reproducteur, nous proposons d’utiliser
des enclos dans lesquels se développeront librement des tétards issus des bassins et mares
étudiés. Chaque enclos consiste en une bourriche du commerce (Fig. 4) de taille suffisante pour
étre en contact avec la surface de I’eau et le sédiment, modifiée par nos soins : (1) une
moustiquaire fine sera fixée sur le pourtour de la bourriche pour contenir les tétards tout en
permettant les échanges d’eau et de nutriments entre I’intérieur de 1’enclos et le bassin et le
sédiment environnants ; (2) des plombs seront fixés a la partie basse de 1’enclos pour assurer la
stabilité de la bourriche ; (3) une ceinture flottante sera fixée autour de la partie haute pour
prévenir la fuite des tétards ; (4) une boucle a laquelle sera fixée une corde permettra de
récupérer I’enclos depuis la berge. Chaque plan d’eau étudié sera équipé de 3 enclos.

Pour accéder facilement a des effectifs suffisants de tétards sans impacter ’habitat, la
population de crapaud vert et les autres especes en présence, des pontes partielles (~300 ceufs,
une ponte de crapaud vert comptant plusieurs milliers d’ceufs) seront prélevées a 1’épuisette sur
les bords des plans d’eau étudiés (fin mars, début avril). Chaque portion de ponte ainsi prélevée
sera placée de maniére equitable dans 3 enclos individuels de sorte que chaque enclos compte
initialement ~100 tétards. Au total, chaque plan d’cau étant équipé de 3 enclos, quelques 900-
1000 ceufs issus de 3 pontes de Crapaud vert et 3 pontes de Grenouille verte seront prélevés par
plan d’eau : (1000) x (10bassins d’orage + 10autres plans d’eau) = 20 000 ceufs manipulés par
especes étudiées et 6000 maintenus en enclos.
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Fig. 4 : Enclos pour tétards



L’étude sera achevée lorsque les tétards auront atteint le stade 4 (Fig. 2), apres quoi les
individus seront extraits des enclos et relachés dans le plan d’eau.

Les manipulations réalisées durant cette étude seront effectuées et encadrées par des
personnes possédant de trés bonnes connaissances sur la batrachofaune d’Alsace, il s’agit de :

Conan Antonin,

- Formation initiale : Master Biodiversité et Gestion de I’Environnement dans lequel des
sorties herpétologiques étaient réalisées. Doctorat en cours : « Rdles écologiques des
bassins d’orage routiers pour les amphibiens et I’entomofaune ».

- Formation continue : Stage de 6 mois sur les maladies des amphibiens avec une grande
partie de terrain et de manipulation sur les amphibiens. Formé par Claude Miaud (CEFE
CNRS de Montpellier) a I’identification, la capture, la manipulation et le marquage par
implantation de puce sous-cutanée (RFID) chez les amphibiens.

Jumeau Jonathan :

- Formation initiale : Master en Ecophysiologie et Ethologie dans lequel des sorties
herpétologiques étaient réalisées. Doctorat en biologie de conservation dont un sujet a
notamment porté sur 1’utilisation des bassins d’orage par les amphibiens. Le sujet
contenait une part de manipulations d’amphibiens. Diplodme d’expérimentation animale
(manipulations d’individus, régles d’éthique, estimation du stress et de la souffrance
animale...).

Georges Jean-Yves

- Formation initiale : Doctorat en Biologie, Chargé de recherche au CNRS de Strasbourg
et habilitation a diriger des recherches. A réalisé de nombreuses études sur les zones
humides et notamment sur la Cistude d’Europe (CMR ; mesures biométriques).

Handrich Yves

- Formation initiale : Doctorat en Biologie, Chargé de recherche au CNRS de Strasbourg
et habilitation a diriger des recherches. A réalisé de nombreuses études sur la faune
sauvage (Hamster ; Manchots).

Dans un souci de transmission du savoir et de renforcement des moyens humains, des stagiaires
seront amenés a participer aux travaux. Cependant, des regles strictes sont fixées :
- Les stagiaires bénéficieront d’une formation initiale sur le terrain, conduite par les
personnes susmentionnées ;
- Les stagiaires devront avoir manipulé avec succes des especes communes (grenouilles
vertes par exemple) avant de manipuler des especes a fort enjeu de conservation.
- Les stagiaires seront systéematiquement accompagnés sur le terrain et réaliseront les
manipulations en présence systématique d’une des deux personnes SUSNOMMEeS ;
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