
Apport des approches moléculaires dans l’étude du 

régime alimentaire de phoques dans des restes 

alimentaires (fèces) : état de l’art et présentation du 

protocole 

– Rapport intermédiaire pour le GIS Eolien en Mer – 

 

 

 

Yann Planque1,2*, Jérôme Spitz1,2 

 

1 Centre d’Études Biologiques de Chizé, CEBC, UMR 7372 CNRS / La Rochelle 

Université, 5 allée de l'Océan, 17000 La Rochelle, France 

2 Observatoire Pelagis, UAR 3462 CNRS / La Rochelle Université, 5 allée de l'Océan, 

17000 La Rochelle, France 

*Contact : yann.planque@univ-lr.fr / yann.planque@hotmail.fr  

 

– Septembre 2022 – 

 

 

Photos Yann Planque 

mailto:yann.planque@univ-lr.fr
mailto:yann.planque@hotmail.fr


ii 

Le présent document constitue le rapport intermédiaire du contrat TRE_LEM-

DVE042 numéro 3549 qui lie le Centre d’Etudes Biologiques de Chizé (CEBC, UMR 

7372 CNRS / La Rochelle Université) et l’Observatoire Pelagis (UAR 3462 CNRS / La 

Rochelle Université) à Eoliennes en Mer Dieppe – Le Tréport (EMDT), financeur du 

projet, mandaté par le Groupement d’Intérêt Scientifique (GIS) Eolien en Mer.  



iii 

Sommaire 

 

Remerciements ........................................................................................... 1 

1 Contexte : l’étude du régime alimentaire de prédateurs supérieurs par 

l’utilisation de différentes méthodes ........................................................... 2 

1.1 L’étude du régime alimentaire de prédateurs cryptiques : quels enjeux ? ....... 2 

1.2 Quelques méthodologies « traditionnelles » et leurs apports ........................... 3 

1.3 Limites de la méthode d’analyse des pièces dures diagnostiques ..................... 5 

1.4 L’utilisation d’approches de biologie moléculaire : objectifs de ce rapport ...... 7 

2 L’utilisation d’approches de biologie moléculaire pour évaluer le 

régime alimentaire : concepts généraux et avantages ................................. 8 

2.1 Approches pour détecter et séquencer l’ADN de proies .................................. 9 

2.2 Le choix des amorces (primers) .................................................................... 11 

2.3 Des résultats qualitatifs précis ...................................................................... 13 

2.4 Des résultats semi-quantifatifs obtenus par des méthodes de quantification de 

l’ADN ..................................................................................................................... 16 

3 Analyse de fèces : échantillonnage et protocoles de préparation pour 

analyses du contenu en ADN de proies .................................................... 17 

3.1 L’utilisation de fèces pour étudier le régime alimentaire ............................... 17 

3.2 Collecte des échantillons et implications (état de dégradation, contamination, 

etc.)  ..................................................................................................................... 18 

3.3 Stockage et préparation des échantillons pour extraction d’ADN de proies .. 20 

4 Les apports de l’utilisation d’approches de biologie moléculaire dans 

l’analyse du régime alimentaire de phoques à partir de fèces................... 25 

4.1 Comparaison entre l’analyse traditionnelle des pièces dures diagnostiques et 

l’analyse de l’ADN de proies, et limites des approches moléculaires ....................... 25 

4.2 L’importance du multi-approches pour évaluer le régime alimentaire ........... 29 

5 Recommandations pour effectuer des analyses de biologie moléculaire 

sur des fèces de phoques veaux-marins et gris et protocole choisi ........... 34 

Références bibliographiques ..................................................................... 38 

Annexes .................................................................................................... 54 

 

 



 

1 

Remerciements 

Merci au Groupement d’Intérêt Scientifique (GIS) Eolien en Mer pour la suggestion 

de cette étude sur l’utilisation d’approches de biologie moléculaire pour évaluer le 

régime alimentaire de phoques veaux-marins et de phoques gris, et merci à Eoliennes 

en Mer Dieppe – Le Tréport (EMDT), financeur du projet, mandaté par le GIS Eolien 

en Mer. 

Merci à l’ensemble des personnes qui ont pris part à la collecte des fèces de 

phoques veaux-marins et gris, qui serviront aux analyses, et qui sont issues de 

différentes structures : Picardie Nature, Association Découverte Nature (ADN), 

GDEAM-62 et le Parc naturel marin des Estuaires picards et de la mer d’Opale. 

 

 

 

  



 

2 

1 Contexte : l’étude du régime alimentaire de prédateurs 

supérieurs par l’utilisation de différentes méthodes 

1.1 L’étude du régime alimentaire de prédateurs cryptiques : quels 

enjeux ? 

L’obtention d’informations sur le régime alimentaire de prédateurs tels que les 

mammifères marins, vise à mieux connaître leur écologie trophique, et notamment leurs 

interactions de prédation et de compétition avec les autres espèces partageant un même 

écosystème (Stephens et Krebs 1986). Cette connaissance de leur régime alimentaire 

peut permettre de mieux répondre à des enjeux de gestion et de conservation de ces 

prédateurs en comprenant mieux leur rôle au sein des écosystèmes et des réseaux 

trophiques (e.g. Costa 1993; Croll et al. 1998). En effet, la survie des individus d’une 

population animale, et leur bon état de santé, dépendent en grande partie de leur 

capacité à s’alimenter sur des ressources en quantité et en qualité suffisante (Pianka 

1976; Stearns 1992). La composition du régime alimentaire d’un prédateur, évaluée à 

l’échelle d’une population, peut alors être alors un des indicateurs de l’état écologique 

de cette population (Bowen 1997). Tout changement du régime alimentaire d’un 

prédateur au cours du temps pourrait alors refléter une modification écologique, à des 

changements dans le comportement de recherche alimentaire du prédateur (e.g. 

changement de zones d’alimentation), ou encore à des modifications affectant la base 

des réseaux trophiques (e.g. Frederiksen et al. 2006).  

Évaluer le régime alimentaire d’une espèce animale le plus précisément possible est 

donc un enjeu technique crucial pour mieux comprendre son écologie, mais dont le suivi 

peut également éclairer des changements environnementaux (e.g. Chambellant et al. 

2013). Le comportement d’alimentation de prédateurs cryptiques tels que les 

mammifères marins, est, par définition, généralement très difficilement observable in 

situ. Il est alors nécessaire d’utiliser différentes techniques d’analyses indirectes pour 

évaluer le régime alimentaire de telles espèces, à l’échelle d’une population (Trites et 

Spitz 2018).  
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1.2 Quelques méthodologies « traditionnelles » et leurs apports 

Des traceurs écologiques sont couramment utilisés pour étudier les habitudes 

alimentaires de prédateurs supérieurs, tels que les isotopes stables (e.g. rapports 

isotopiques du carbone δ13C et de l’azote δ15N qui sont les plus fréquemment utilisés) 

(Post 2002; Fry 2006), les acides gras à longues chaines (Dalsgaard et al. 2003; Budge 

et al. 2006) ou les éléments traces non essentiels (e.g. mercure) (Furness et Camphuysen 

1997; Catry et al. 2008). L’avantage de ces traceurs est d’apporter une information 

intégrée sur les tendances générales alimentaires d’un prédateur, à une échelle spatio-

temporelle intermédiaire correspondant à celle du renouvellement des tissus biologiques 

analysés (de quelques heures avant le prélèvement pour du sang, jusqu’à plusieurs mois 

pour des tissus kératineux à croissance [poils, plumes, vibrisses], e.g. Bearhop et al. 

2002; Newsome et al. 2009). Cependant, ces techniques permettent difficilement d’avoir 

des résultats hautement qualitatifs sur la composition du régime alimentaire en termes 

d’espèces proies consommées. Elles peuvent donc s’avérer limitantes si l’objectif est 

d’arriver à un haut degré taxonomique d’identification du régime alimentaire, pour 

répondre à certains enjeux (cf. de gestion et de conservation). 

 Les approches reposant sur l’analyse des restes alimentaires non-digérés contenus 

dans le tractus digestif, les fèces ou pelotes de réjections, permettent de déterminer les 

espèces proies ingérées par les prédateurs (e.g. Hyslop 1980; Pierce et Boyle 1991). Ces 

méthodes ont ainsi été traditionnellement utilisées pour évaluer le régime alimentaire 

de mammifères marins à l’échelle populationnelle, durant les dernières décennies, et ont 

permis d’acquérir des résultats qualitatifs et quantitatifs (Pierce et Boyle 1991; Bowen 

et Iverson 2013). Ces dernières sont basées sur le tri mécanique de pièces dures 

diagnostiques non digérées, voire de proies (entières ou de parties de proies) non 

digérées. L’analyse de contenus issus du tractus digestif peut se faire couramment sur 

certaines espèces, en analysant des contenus alimentaires obtenus par régurgitation 

forcée (e.g. sur des oiseaux marins, Wilson 1984), par prélèvement d’individus sacrifiés 

(e.g. échantillonnage de contenus stomacaux sur des poissons, Hyslop 1980), ou sur des 

individus trouvés morts (e.g. échantillonnage de contenus stomacaux sur des 
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mammifères marins échoués morts, Spitz et al. 2011, 2018). Cependant, de tels 

échantillonnages peuvent s’avérer difficiles à mettre en place et à contrôler (e.g. 

lorsqu’ils sont dépendants d’animaux trouvés morts) ou sont jugés trop invasifs 

(lorsqu’ils nécessitent le sacrifice d’individus ou la régurgitation forcée), pour étudier le 

régime alimentaire d’espèces protégées telles que les mammifères marins. Des méthodes 

non-invasives, basées sur l’analyse du contenu de fèces trouvées en milieu naturel, ont 

alors été développées pour évaluer le régime alimentaire de certaines espèces – 

essentiellement chez les pinnipèdes pour les mammifères marins (Pierce et Boyle 1991; 

Ridoux et al. 2007; Spitz et al. 2010; Wilson et Hammond 2019; Planque et al. 2021). 

De très nombreuses études du régime alimentaire d’espèces de pinnipèdes ont été 

réalisées sur le contenu de fèces, car cette méthode possède plusieurs avantages : 

l’échantillonnage non-intrusif sur les zones de repos à terre, la collecte d’un nombre 

important d’échantillons pouvant être produits par une grande diversité d’individus, 

l’obtention d’un échantillonnage potentiellement conséquent à différentes périodes 

(saisons/années). La méthodologie classique qui a été généralement utilisée est l’analyse 

du contenu de ces fèces en restes de proies non digérés (Pierce et Boyle 1991; Ridoux 

et al. 2007; Spitz et al. 2010). Cette analyse porte sur l’identification des pièces dures 

diagnostiques non (ou peu) digérées trouvées dans les fèces, telles que les os et otolithes 

de poissons ou sur les becs de céphalopodes, pour des espèces de pinnipèdes 

principalement piscivores, par exemple. Le protocole classique d’analyse du contenu de 

fèces consiste généralement en la filtration de ces échantillons, puis en l’analyse 

morphologique de ces pièces diagnostiques, en utilisant des guides et clés 

d’identification (Härkönen 1986; Tuset et al. 2008) ou du matériel de référence, afin 

d’arriver à une identification taxonomique des proies consommées. Certaines pièces 

diagnostiques telles que les otolithes de poissons ou les becs de céphalopodes peuvent 

également permettre de reconstruire la taille et la masse relatives des proies 

consommées, en appliquant des relations allométriques sur les mesures de ces pièces 

(Clarke 1986; Härkönen 1986; Coull et al. 1989; Brown et Pierce 1998; Lundström et 

al. 2007). L’ensemble de ces analyses permettent finalement d’estimer le régime 
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alimentaire d’espèces de phoques en termes d’occurrence, d’abondance et/ou de masse 

reconstruite. Cependant, ces méthodes présentent de nombreuses limites. 

1.3 Limites de la méthode d’analyse des pièces dures diagnostiques 

La technique la plus « traditionnelle » et courante d’étude du régime alimentaire 

de mammifères marins, basée sur l’analyse des pièces dures diagnostiques dans des 

restes alimentaires (fèces ou estomacs), présente de nombreuses limites 

méthodologiques qui peuvent avoir une influence non négligeable sur les résultats (e.g. 

Pierce et Boyle 1991; Bowen 2000; Phillips et Harvey 2009; Bowen et Iverson 2013). 

L’un des principaux biais de cette méthode sur les résultats est l’impact de l’érosion 

des parties dures trouvées dans les restes alimentaires, liée à la digestion, et ce plus 

particulièrement dans les fèces. Cette érosion est inégale selon les espèces proies et/ou 

les types de pièces diagnostiques concernées, ce qui a un impact sur la reconstruction 

du régime alimentaire en terme de masse relative (basé sur la reconstruction des 

tailles/masses des proies par mesures des pièces et application de relations 

allométriques ; Tollit et al. 1997; Grellier et Hammond 2006). Ceci peut alors mener, 

par exemple, à la sous-estimation de certaines proies pour lesquelles leurs pièces dures 

fragiles résistent peu (ou pas) à la digestion le long du tractus digestif. Des facteurs de 

corrections ont donc été proposés pour palier à la possible digestion partielle ou 

complète des restes de certaines espèces proies (Bowen 2000; Tollit et al. 2003; Grellier 

et Hammond 2006), mais ces facteurs peuvent eux-mêmes être problématiques 

puisqu’ils impliquent de faire des choix qui peuvent parfois impacter les résultats (e.g. 

choisir entre différents facteurs proposés pour une même espèce ; choisir le facteur au 

taxon le plus proche) (Hernández-Milián 2014). Ce choix méthodologique peut donc 

ajouter un degré de biais supplémentaire, ce qui amène parfois à choisir de ne pas 

utiliser de tels facteurs, dans un souci d’uniformité des résultats entre études, tout en 

admettant que certaines espèces proies puissent être sous-estimées (e.g. Spitz et al. 

2015; Planque et al. 2021). 
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Un autre biais inhérent à ces méthodes d’analyse est que le temps de résidence des 

restes de proies dans le tractus digestif peut varier selon les espèces proies et/ou selon 

le type de pièces diagnostiques (Harvey 1989; Casper et al. 2006). Par exemple, les becs 

de céphalopodes sont des pièces robustes connues pour s’accumuler longtemps dans les 

estomacs et pouvant ensuite être régurgités, ce qui induit finalement une sous-

représentation de ces proies dans les fèces (Richardson et Gales 1987; Pierce et Boyle 

1991). Certaines espèces proies peuvent donc être sous- ou sur-représentées dans le 

régime alimentaire de phoques, en utilisant cette méthodologie. Enfin, sachant le temps 

de résidence variable des pièces dures dans le tractus digestif, ces dernières peuvent 

caractériser un ou plusieurs événements d’alimentation qui ont eu lieu de plusieurs 

heures à plusieurs jours avant la production de la fèces. 

Un biais complémentaire de ce type d’analyse est que, pour certains types de proies 

de taille importante, les prédateurs étudiés ne consommeraient pas systématiquement 

l’entièreté de la proie. En effet, un phoque peut par exemple ne pas consommer la tête 

d’un poisson si elle est trop grande, trop dure ou avec des pointes, ce qui empêche de 

détecter ces proies avec des pièces diagnostiques typiques telles que les otolithes 

(localisés au niveau de l’oreille interne). Enfin, certaines proies ne possèdent pas de 

pièces dures résistantes à la digestion (e.g. espèces gélatineuses ou chondrichtyens). 

Ceci peut alors amener à la sous-estimation de ces proies dans le régime alimentaire de 

phoques, et c’est ce qui a été récemment suggéré pour certaines espèces de poissons 

plats (Dufault et al. 2021). 

Enfin, l’analyse visuelle de restes de proies a l’inconvénient de nécessiter de hautes 

compétences en taxonomie. La possibilité d’une mauvaise assignation d’espèce reste 

toujours possible, et ce particulièrement lorsque les restes de proies taxonomiquement 

proches sont très similaires. C’est le cas par exemple avec les otolithes de poissons plats, 

fortement similaires entre eux, ce qui amène souvent à effectuer des regroupements 

d’espèces proies, voire à sous-estimer certaines espèces (e.g. Bowen et Harrison 1994). 



 

7 

L’ensemble de ces limites soulèvent alors la nécessité de pouvoir compléter l’analyse 

du régime alimentaire de ces prédateurs marins avec d’autres méthodologies afin d’avoir 

une vision la plus juste et exhaustive possible. 

1.4 L’utilisation d’approches de biologie moléculaire : objectifs de ce 

rapport 

Sachant les contraintes et limites associées aux méthodes « traditionnelles » 

d’analyse du régime alimentaire, de nombreux chercheurs ont testé des approches de 

biologie moléculaire, depuis le début du 21e siècle, pour identifier l’ADN de proies dans 

des contenus alimentaires : dans des estomacs d’animaux sacrifiés (vertébrés ou 

invertébrés) (Symondson 2002; Agustí et al. 2003; Kasper et al. 2004), et dans des fèces 

de vertébrés pour avoir une méthode moins invasive (Jarman et al. 2002; Purcell et al. 

2004; Deagle et al. 2005). Différentes techniques, basées sur la méthode de Polymerase 

Chain Reaction (PCR), ont alors été utilisées pour détecter l’ADN de proies à l’état 

dégradé/semi-digéré. Ces techniques peuvent alors présenter plusieurs avantages, 

permettant parfois de s’affranchir de certaines limites des méthodes d’analyses des 

pièces dures diagnostiques, tels que l’identification des espèces proies à un plus haut 

niveau taxonomique (Tollit et al. 2009; Thomas et al. 2017).  

Le présent rapport est une synthèse bibliographique de diverses études scientifiques 

qui ont porté sur l’évaluation du régime alimentaire de prédateurs, et plus 

particulièrement de pinnipèdes, par l’application de méthodes de biologie moléculaire 

sur des échantillons de contenus en restes de proies. Ici, nous nous intéresserons plus 

spécifiquement aux analyses qui ont été effectuées sur des fèces de pinnipèdes. L’objectif 

est alors d’établir un état de l’art sur les protocoles possibles à appliquer, sur les types 

de résultats attendus, sur les apports de différents types de méthodes, et sur les limites 

qu’elles impliquent. Cette synthèse bibliographique se focalise ici en grande partie sur 

la faisabilité d’appliquer ce type d’étude sur des fèces de pinnipèdes, et se concentre 

principalement sur l’application de méthode se séquençage d’ADN de restes en proies 

par méthode de « metabarcoding » – cette dernière approche est l’une des plus 
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couramment utilisée, à l’heure actuelle, pour identifier les espèces proies présentes dans 

des fèces.  

Cette synthèse bibliographique a été réalisée dans l’optique de préparer la mise en 

œuvre d’une étude pilote d’une analyse de metabarcoding pour identifier les espèces 

proies présentes dans des fèces de phoques veaux-marins (Phoca vitulina) et de phoques 

gris (Halichoerus grypus), et d’évaluer la plus-value d’une telle approche sur la 

connaissance du régime alimentaire de ces deux espèces en Manche Nord-Est, sur des 

colonies à proximité du lieu de construction future d’éoliennes en mer (Eoliennes en 

Mer Dieppe – Le Tréport, EMDT). En effet, les connaissances de régime alimentaire 

de phoques veaux-marins et gris sur ce secteur ont jusque-là été obtenues par analyse 

des pièces dures diagnostiques dans des fèces (Spitz et al. 2015; Planque 2021; Planque 

et al. 2021), et ont été étayées par l’analyse d’isotopes stables dans des vibrisses 

(Planque 2021; Planque et al. 2021). Cependant, les approches moléculaires n’ont pas 

encore été testées dans des fèces de phoques sur ce secteur. La présente étude a été 

initiée sur suggestion du Groupement d’Intérêt Scientifique (GIS) Eolien en Mer, dans 

le contexte du projet d’Eoliennes en Mer Dieppe – Le Tréport (EMDT). Une majorité 

des articles scientifiques cités dans ce rapport bibliographique portent donc sur ces deux 

espèces de phoques, ainsi que sur d’autres espèces (phoques, autres pinnipèdes, ou 

autres vertébrés) qui ont fait l’objet d’études similaires (analyse du contenu de fèces). 

Enfin, le rapport s’achève sur des recommandations méthodologiques pour effectuer une 

telle étude, et sur la présentation du protocole choisi dans le cas présent. 

2 L’utilisation d’approches de biologie moléculaire pour évaluer 

le régime alimentaire : concepts généraux et avantages 

Pour combler certaines limites inhérentes aux techniques traditionnelles 

d’identification du régime alimentaire de pinnipèdes (cf. limites de l’analyse des pièces 

dures diagnostiques dans des fèces), de nombreuses études ont tenté d’identifier de 

l’ADN de proies dans des fèces par différentes techniques (Deagle et al. 2005, 2009; 

Parsons et al. 2005; Deagle et Tollit 2007; Casper et al. 2007; Tollit et al. 2009; Thomas 
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et al. 2014). Ces types d’analyses sont particulièrement adaptées aux espèces cryptiques 

telles que les pinnipèdes, mais elles ont aussi été testées et utilisées sur des fèces d’autres 

prédateurs carnivores terrestres ou marins (de canidés, Gosselin et al. 2017; Massey et 

al. 2021; Kim et al. 2022 ; de félidés, Farrell et al. 2000 ; d’ursidés, Mumma et al. 2016; 

Michaux et al. 2021 ; de mustélidés, Jang-Liaw 2021), sur des fèces de chauves-souris 

(Clare et al. 2009), sur des fèces de poissons (Guillerault et al. 2017), ou dans des fientes 

ou pelotes d’oiseaux (Oehm et al. 2011; Jarman et al. 2013; Parker et al. 2022) (voir 

les revues de King et al. 2008 et Monterroso et al. 2019 pour plus d’exemples 

d’utilisation d’outils de biologie moléculaire dans des fèces de carnivores). Différents 

défis méthodologiques se sont alors posés sur le choix des techniques de biologie 

moléculaire à appliquer, ce qui a mené à de nombreux développements depuis le début 

des années 2000 (e.g. Deagle et al. 2005, 2013, 2019; Deagle et Tollit 2007; Tollit et al. 

2009 et voir la revue de Pompanon et al. 2012 pour quelques exemples). 

2.1 Approches pour détecter et séquencer l’ADN de proies  

Les premières études ayant utilisé des outils moléculaires pour identifier le régime 

alimentaire de prédateurs se sont basées sur des méthodes d’extraction puis 

d’amplification de l’ADN mitochondrial de proies (contenu dans des restes alimentaires, 

cf. fèces), par réaction en chaîne par polymérase (Polymerase Chain Reaction, PCR), 

en utilisant des amorces spécifiques de groupes de proies (Höss et al. 1992; Jarman et 

al. 2004; Deagle et al. 2005). Certaines amorces assez universelles ont pu être 

classiquement utilisées (cf. basées sur l’ADN ribosomique 16S) pour détecter de 

nombreuses proies telles que des espèces de poissons, mais l’utilisation d’amorces plus 

spécifiques a permis de préciser la détection de certains groupes de proies spécifiques 

non détectées par les amorces plus classiques (e.g. amorces spécifiques basées sur l’ADN 

ribosomique 28S pour détecter des groupes de céphalopodes) (e.g. Deagle et al. 2005) 

(voir plus de détails en section 2.2). Elles permettent alors de se focaliser sur des 

courtes séquences de l’ADN, caractéristiques des espèces en question. Dans les 

premières études, les produits d’ADN amplifié, codant spécifiquement pour certains 

groupes de proies (selon les amorces utilisées), ont pu alors être migrés sur des gels 
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d’électrophorèse pour détecter la présence/absence de proies spécifiques (Jarman et al. 

2004; Deagle et al. 2005). Ce type d’étude de séquençage s’est alors inscrit dans une 

optique de « barcoding » des espèces proies possibles, ce qui passe aussi par l’aide à la 

production robuste de séquences d’ADN de référence de ces espèces dans des bases de 

données (Jarman et al. 2004). Ces premières applications d’approches moléculaires ont 

ainsi permis d’acquérir des résultats hautement qualitatifs pour la recherche d’espèces 

proies ciblées, consommées par les prédateurs. Enfin, des travaux réalisés en milieu 

contrôlé, sur des pinnipèdes en captivité avec des régimes alimentaires précis, avaient 

permis de confirmer à cette étape, l’intérêt d’application de telles approches sur des 

échantillons de fèces pour évaluer le régime alimentaire (Deagle et al. 2005). 

Des techniques de séquençage de type « metabarcoding » ont rapidement émergé 

ces dernières années, dans de nombreuses études d’identification du régime alimentaire 

de pinnipèdes dont l’objectif est d’identifier simultanément de multiples espèces proies 

possibles dans des échantillons (fèces), en utilisant des marqueurs/amorces standards 

(e.g. Deagle et al. 2013, 2019; Thomas et al. 2016, 2022; Jeanniard-du-Dot et al. 2017; 

Granquist et al. 2018; McCosker et al. 2020; Flanders et al. 2020; Salinger 2021; 

Schiønning et al. 2021; Jimbo et al. 2021; Boyi et al. 2022). Cette méthode est aussi 

plus généralement utilisée pour évaluer le régime alimentaire de prédateurs généralistes 

qui s’alimentent sur une grande diversité d’espèces (voir la revue de Pompanon et al. 

2012). Cette technique est basée sur la comparaison des séquences d’ADN amplifié (par 

groupes spécifiques, selon les sets d’amorces testés) avec des bases de données de 

référence de « barcodes » d’espèces (bases de données publiques telles que GenBank, 

MARES, ou bases de données constituées par les expérimentateurs), et permet alors 

une identification assez précise des espèces à l’origine de ces séquences. Cette technique 

donne l’opportunité d’identifier de très nombreuses espèces en simultané dans un même 

échantillon et sans a priori, et est particulièrement utilisée en ADN environnemental 

(eDNA) pour évaluer la biodiversité globale au sein de composantes des écosystèmes 

(e.g. échantillons d’eau marine ou dulcicole, de substrat) (Cristescu 2014). Au-delà du 

haut apport qualitatif de ce type de méthodologies, ces dernières permettent aussi 
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d’acquérir des informations quantitatives sur le régime alimentaire (e.g. Deagle et al. 

2013; Thomas et al. 2016), dont nous discutons en section 2.3. Ces techniques de 

metabarcoding ont été les plus fréquemment utilisées, au cours des dernières années, 

pour évaluer le régime alimentaire de pinnipèdes par analyse de fèces, mais aussi pour 

un nombre conséquent d’études sur le régime alimentaire de prédateurs d’autres taxons 

(e.g. Mumma et al. 2016; Gosselin et al. 2017; Salinger 2021; Massey et al. 2021; Díaz-

Abad et al. 2022; Kim et al. 2022).  

2.2 Le choix des amorces (primers)  

L’un des enjeux d’utilisation des méthodes de séquençage (metabarcoding) pour 

identifier les proies de pinnipèdes dans des fèces repose sur le choix des amorces utilisées 

pour amplification de l’ADN de proies (Deagle et al. 2005, 2009; Binladen et al. 2007; 

Casper et al. 2007; Tollit et al. 2009; Granquist et al. 2018; Piñol et al. 2019; Cuff et 

al. 2022). De nombreuses proies potentielles peuvent être ciblées avec des amorces 

universelles, basées sur l’ADN ribosomique 16S. Cependant, certaines proies telles que 

les céphalopodes nécessitent l’utilisation d’autres amorces, telles que l’ADN 

ribosomique 28S (e.g. Casper et al. 2007). Les amorces utilisées par Deagle et al. (2009) 

dans leur étude sur des fèces d’otaries à fourrure d’Afrique du Sud (Arctocephalus 

pusillus doriferus) sont ici présentées à titre d’exemple, pour illustrer la possible 

diversité de choix (Tableau 1). 
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Tableau 1 – Exemples d’amorces choisies dans une étude (Deagle et al. 2009) pour 

effectuer le pyroséquençage de l’ADN de proies contenu dans des fèces d’otaries à 

fourrure d’Afrique du Sud (tableau d’après Deagle et al. 2009).  

 

 

Dans certains contextes d’étude, il est parfois nécessaire de choisir une amorce 

particulière, propre à un taxon précis, pour lequel il peut exister des difficultés de 

différenciation entre séquences de différentes espèces proches si on utilisait des amorces 

plus classiques. C’est ce qui a été réalisé, par exemple, dans l’étude de Tollit et al. 

(2009) où il a été nécessaire de choisir une amorce spécifique aux salmonidés, afin de 

différencier les espèces de saumons pouvant être consommées par les otaries de Steller 

(Eumetopias jubatus), sur le secteur de la Colombie Britannique (Canada Ouest) et de 

l’Alaska (États-Unis). Dans cette étude, la détection d’espèces de saumons dans les 

fèces d’otarie à une très fine résolution taxonomique a été réalisée dans l’optique 

d’étayer les possibles interactions entre activités humaines (fermes aquacoles de 

saumons) et ces prédateurs, qui représentent un enjeu sur ce secteur. Ce choix d’une 

amorce secondaire, en complément d’une amorce 16S plus classique, a été également 

fait dans l’étude de Thomas et al. (2017), afin de mieux différencier les espèces de 

saumons consommées par des phoques veaux-marins, sur le même secteur que l’étude 

précédente (Colombie Britannique). Des choix similaires d’amorces spécifiques ont été 

faits par Schiønning et al. (2021), qui ont cherché à identifier au mieux la présence 

d’espèces de salmonidés (Salmo spp.) et de baudroies (Lophius spp.) dans des fèces de 
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phoques gris collectées en Irlande. Ils ont alors mis en évidence que ces espèces proies 

étaient bien plus détectés par approches moléculaires qu’elles ne l’étaient avec les 

approches traditionnelles (identification des pièces dures dans les fèces). Dans leur cas 

d’étude, l’utilisation d’amorces spécifiques a alors permis d’étayer les possibles 

interactions entre phoques gris et activités de pêche (cf. déprédation par les phoques) 

sur ces deux types de proies. Ces exemples illustrent que le choix d’amorces effectués 

par les expérimentateurs sont aussi dépendants des enjeux d’étude spécifiques et des 

connaissances a priori des proies potentielles des pinnipèdes sur ce secteur. On distingue 

alors les études dont l’objectif est de couvrir le plus largement le spectre de proies d’un 

prédateur, et celles visant à être le plus quantitatif possible sur quelques espèces proies 

présentant un intérêt particulier dans le contexte de l’étude. 

Des amorces de « blocage » (blocking primers) sont également utilisées, 

usuellement, dans les études impliquant un séquençage d’ADN de proies dans des fèces, 

afin d’éviter une trop forte amplification de l’ADN du prédateur et favoriser 

l’amplification des proies les plus rares (e.g. Deagle et al. 2009; McInnes et al. 2017b). 

Cette technique peut ainsi s’avérer très utile pour bloquer facilement une partie de 

l’ADN non ciblée lors d’une amplification, et est facilement réalisable (méthode 

présentée par Vestheim et Jarman 2008). Dans des fèces de pinnipèdes, l’ADN de 

l’individu producteur peut ainsi s’avérer prépondérant, et est issu de cellules épithéliales 

naturellement arrachées le long du tractus digestif. Son blocage permet alors de 

techniquement mieux amplifier des traces d’ADN plus rares (de proies). 

2.3 Des résultats qualitatifs précis 

Les méthodes de biologie moléculaire, utilisées dans des fèces de pinnipèdes, ont 

pour principal avantage d’apporter des résultats qualitatifs du régime alimentaire de 

ces prédateurs (à l’échelle des espèces proies consommées) plus précis que ceux obtenus 

par les méthodes d’étude traditionnelles (basées sur l’identification des pièces dures 

diagnostiques), sous réserve de bases de références fiables et complètes (Casper et al. 

2007). Outre une simple liste de présence/absence, ces méthodes fournissent quelques 

indices quantitatifs sur l’importance de proies détectées. La composition relative du 
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régime alimentaire est alors usuellement exprimée en fréquence d’occurrence (ou 

fréquence de détection, Frequency Of Occurrence, FOO), c’est-à-dire en pourcentage 

de toutes les fèces qui incluent la proie détectée par ADN. Cette métrique est 

similairement utilisée dans les études basées sur l’identification des pièces dures 

(Olesiuk et al. 1990; Trites et Joy 2005), permettant alors d’effectuer une comparaison 

de résultats entre les deux types de méthodes utilisées (e.g. Casper et al. 2007; 

Jeanniard-du-Dot et al. 2017). 

D’autres métriques (résumées par Deagle et al. 2019) telles que le pourcentage 

d’occurrence des proies (Percent Of Occurrence, POO), qui correspond à une remise à 

l’échelle de la FOO pour que la somme de toutes les détections de proies soit à 100%, 

permettent aussi d’étayer la contribution relative de chaque proie au régime alimentaire 

(Xiong et al. 2017). Une métrique qui a pu être proposée est le POO pondéré (Weighted 

POO, wPOO), qui, plutôt que donner le même poids à toutes les occurrences, pondère 

l’occurrence en fonction du nombre d’espèces proies dans chaque échantillon (si un 

échantillon contient 5 espèces proies, alors cet échantillon sera associé à un poids de 

1/5) (Deagle et al. 2019). Contrairement au POO qui donne plus de poids aux 

échantillons avec un grand nombre d’espèces proies, cette dernière métrique (le wPOO) 

donne le même poids à chaque échantillon, ce qui lui permet d’apporter une information 

probablement plus cohérente écologiquement (e.g. Tollit et al. 2017). Les résultats 

attendus avec ces différents types de métriques ont été graphiquement représentés à 

titre illustratif par Deagle et al. (2019), sur la base de trois études de régime alimentaire 

réalisées par metarbacoding dans des fèces d’albatros (Thalassarche cauta) (McInnes 

et al. 2017a), de chauves-souris insectivores (Vesterinen et al. 2016) et de zèbres de 

Grévy (Equus grevyi) (Kartzinel et al. 2015), soit résumés à l’échelle des individus 

(Figure 1.a) soit résumés à l’échelle populationnelle (Figure 1.b). 
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Figure 1 – Exemple de résultats obtenus à l’issu d’analyse de metabarcoding effectuées 

dans des échantillons de fèces, à l’échelle individuelle (a) et à l’échelle populationnelle 

(b). La figure de résultats est issue de Deagle et al. (2019) et est basée sur les données 

de régime alimentaire obtenues sur des albatros (McInnes et al. 2017a), des chauves-

souris insectivores (Vesterinen et al. 2016) et des zèbres de Grévy (Kartzinel et al. 

2015). Chaque couleur représente un taxon d’alimentation différent. 
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2.4 Des résultats semi-quantifatifs obtenus par des méthodes de 

quantification de l’ADN 

Le développement des méthodes de séquençage haut-débit (high-throughput 

sequencing, HTS), et les baisses des coûts associés, ont permis ensuite de tester la 

quantification de l’ADN de proies présentes, et ainsi dépasser la seule détection 

qualitative d’ADN de proies (présence/absence) (Deagle et Tollit 2007; Matejusová et 

al. 2008; Tollit et al. 2009; Bowles et al. 2011; Deagle et al. 2013, 2019; Thomas et al. 

2014, 2016 ; et voir la revue de Pompanon et al. 2012). La majorité de ces études ont 

utilisé une méthode de séquençage quantitatif en temps réel, dite de « qPCR », pour 

mesurer la quantité d’ADN dans un échantillon de fèces par lecture de séquences et 

estimation de leur nombre. Cette avancée a alors ouvert la possibilité de travailler sur 

des méthodes pour estimer la contribution de chaque espèce proie au régime 

alimentaire, sur la base de l’ADN quantifié. C’est ce qui a été initié sur les pinnipèdes, 

par exemple, par Deagle et Tollit (2007) qui ont évalué la quantité d’ADN de trois 

espèces proies par qPCR dans des fèces d’otaries de Steller en captivité, alimentés avec 

ces trois types proies dans des conditions contrôlées (proportions contrôlées). Une 

certaine concordance a été observée dans cette étude entre la quantité d’ADN 

mitochondriale dans les tissus des proies choisies (contrôle), et leur quantité mesurée 

dans les fèces (par qPCR). Cependant des variations non négligeables sont observées 

dans ce type d’étude, entre la proportion de biomasse de proies donnée à un pinnipède 

en milieu contrôlé et la quantité d’ADN estimée dans des fèces, ce qui suggère 

l’existence de différents biais méthodologiques sur cette quantification (Deagle et Tollit 

2007; Thomas et al. 2016). L’un des biais pourrait être une persistance différenciée de 

l’ADN dans le tractus, en fonction des espèces proies consommées (Deagle et Tollit 

2007), sur le même schéma que le biais d’érosion des pièces dures diagnostiques lors des 

analyses « traditionnelles » du régime alimentaire. Il existe également des biais 

méthodologiques qui peuvent impacter la lecture du nombre de séquences d’ADN, (voir 

Deagle et al. 2013). Des travaux ont alors été réalisés afin de déterminer des facteurs 

de correction par espèces proies (évalués sur la base de matériel contrôle) dans l’optique 



 

17 

d’avoir une quantification plus juste du régime alimentaire de pinnipèdes par des 

techniques de séquençage haut-débit et par metabarcoding (e.g. Thomas et al. 2014, 

2016). C’est ce qu’ont réussi à effectuer Thomas et al. (2014) dans leur étude en 

effectuant un séquençage Ion Torrent sur des fèces de phoques veaux-marins nourris en 

milieu captif (contrôlé), et où ils ont pu générer des facteurs de correction de tissus (en 

comparant l’ADN dans les poissons consommés avec l’ADN dans les fèces). Une 

conclusion de ces travaux mettait ainsi en évidence que, par rapport au régime 

alimentaire réel, les estimations fournies par une analyse des pièces dures ou par une 

analyse par séquençage de l’ADN fournissaient l’une et l’autre des contributions 

relatives des espèces proies sur- ou sous estimées en fonction des espèces et des 

approches. 

Même si les méthodes de quantification de l’ADN de proies ont encore été peu 

réalisées sur des fèces de pinnipèdes et qu’elles peuvent comporter plusieurs biais 

méthodologiques, elles sont d’intérêt croissant pour étudier le régime alimentaire de ces 

prédateurs (Pompanon et al. 2012; Deagle et al. 2019), et permettent d’acquérir des 

données complémentaires aux résultats issus de metabarcoding (Thomas et al. 2022). 

L’utilisation de l’abondance relative du nombre de séquences d’ADN lues (Relative 

Read Abundance, RRA) pourrait alors s’avérer une métrique intéressante du régime 

alimentaire (Deagle et al. 2019), et mériterait d’être utilisée comme un indice 

complémentaire aux résultats d’occurrence. 

3 Analyse de fèces : échantillonnage et protocoles de 

préparation pour analyses du contenu en ADN de proies 

3.1 L’utilisation de fèces pour étudier le régime alimentaire 

L’utilisation d’échantillons de fèces pour évaluer le régime alimentaire par analyses 

d’ADN est une technique largement répandue, et qui a été appliquée sur de nombreuses 

espèces animales (e.g. Höss et al. 1992; Farrell et al. 2000; Clare et al. 2009; Oehm et 

al. 2011; Bowen et Iverson 2013). Les revues de King et al. (2008) et de Monterroso et 
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al. (2019) discutent des implications de l’utilisation de ce type d’échantillons pour 

effectuer des analyses de biologie moléculaire. L’avantage de cette technique 

d’échantillonnage est d’avoir des informations sur les évènements d’alimentation, 

concentrés dans la matière fécale (« matrice molle » de la fèces), et qui présente moins 

de limites de représentativité que les parties dures non digérées dont la présence peut 

être drastiquement influencée par différents paramètres (digestion, taille des proies 

consommées, techniques de consommation). Chez les pinnipèdes, la matrice molle des 

fèces représente seulement des évènements d’alimentation très récents, de 24 à 48 heures 

avant leur production (Deagle et al. 2005; Casper et al. 2007), alors que la période 

d’intégration est globalement plus importante pour les parties dures (jusqu’à sept jours 

pour des gadidés, et pour une période encore plus longue pour les céphalopodes, Tollit 

et al. 2003). La variabilité interspécifique du taux de passage des proies dans le tractus 

digestif devrait également être plus faible dans la matrice molle que dans les parties 

dures, ce qui favoriserait une meilleure représentativité du régime alimentaire (Tollit 

et al. 2009). Comme expliqué précédemment, l’ADN partiellement dégradé de proies 

peut cependant être digéré de façon différencié selon les espèces proies, ce qui peut avoir 

un impact sur la détectabilité de ces proies (e.g. Thomas et al. 2014), cependant, cette 

limite est généralement considérée comme inférieure à l’influence de la digestion sur les 

parties dures. L’utilisation de fèces pour ce type d’analyses de régime alimentaire 

présente de nombreux enjeux pour leur collecte sur le terrain et pour leur préparation 

en laboratoire, avant extraction de l’ADN et analyses de séquençage. 

3.2 Collecte des échantillons et implications (état de dégradation, 

contamination, etc.) 

La technique de collecte des fèces sur le terrain peut avoir un effet conséquent sur 

la qualité des résultats de régime alimentaires obtenus par analyse de l’ADN de proies 

(voir la revue de King et al. 2008 qui détaille les nombreux enjeux associés). Les étapes 

de collectes d’échantillons doivent donc être effectuées dans les meilleures conditions 

possibles, afin d’obtenir de l’ADN en qualité et en quantité suffisante pour appliquer 

des approches moléculaires (King et al. 2008). 
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L’état de fraicheur des fèces collectées sur le terrain a un effet très important sur 

la capacité à en extraire de l’ADN. En effet, l’ADN contenu dans une fèces peut être 

dégradé par action enzymatique à l’air libre, dès les premières heures après sa 

production, (Tollit et al. 2009), et il alors fortement conseillé de ne se concentrer que 

sur des fèces très fraiches produites il y a moins de 24 heures (e.g. Zaidi et al. 1999). 

C’est ce qu’ont testé Tollit et al. (2009), par exemple, sur des fèces d’otaries de Steller, 

où ils ont observé que le succès d’extraction de l’ADN était plus élevé dans les fèces 

fraiches que dans les fèces dégradées. Une autre étude, réalisée par Oehm et al. (2011) 

sur des pelotes fécales d’oiseaux, a mis en évidence que de l’ADN d’insectes (proies 

consommées) pouvait être aussi bien détecté sur des échantillons frais (produites il y a 

moins de cinq heures) que plus anciens (de cinq jours), mais que cet ADN s’avérait plus 

dégradé et moins détectable dans le second cas. Ils ont alors mis en évidence que la 

détectabilité de l’ADN était significativement plus faible lorsque les fèces étaient 

exposées à la lumière du soleil et à la pluie. Il apparaît alors important de collecter des 

fèces fraîche dans ce type d’étude, afin d’éviter des « faux-négatifs » de détection des 

proies, c’est-à-dire lorsqu’elles étaient bien consommées mais non détectable par ADN 

(à cause d’une dégradation) (King et al. 2008) ; cet enjeu semble d’autant plus 

important pour des analyses reposant sur une quantification de l’ADN. 

La qualité et la quantité d’ADN obtenues dans une fèces de prédateur peuvent 

aussi être affectées par les conditions environnementales externes (e.g. Murphy et al. 

2007; Nakamura et al. 2011; Oehm et al. 2011). En effet, une fèces peut être contaminée 

in situ par l’ADN présente dans son environnement (McInnes et al. 2017b), et plus 

particulièrement depuis les substrats sableux ou rocheux pour les fèces de pinnipèdes 

présentes sur les reposoirs. Une telle contamination pourrait aussi avoir lieu par la 

présence d’autres espèces sur les lieux de collectes (e.g. possible contamination de fèces 

de pinnipèdes par des fientes d’oiseaux). Ce type de contamination pourrait mener à la 

présence de « faux-positifs », c’est-à-dire d’espèces non consommées mais présentes 

dans l’ADN extrait. Il est alors généralement suggéré d’éviter d’analyser la matière 

fécale en contact direct avec le substrat (King et al. 2008), voire avec l’eau de mer dans 
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certains cas d’étude (Jarman et al. 2004). L’une des solutions appliquées dans certaines 

études a été de prélever la matière fécale à analyser la plus fraiche possible de la fèces, 

en son cœur, et d’éviter la surface externe qui pouvait être dégradée/séchée et/ou 

contaminée par l’environnement (e.g. Gosselin et al. 2017), mais ceci peut s’avérer plus 

complexe pour des phocidés où du sable peut parfois s’agglomérer à la fèces. 

Enfin, les collectes de fèces destinées à des analyses moléculaires doivent toujours 

être collectées dans les conditions les plus soigneuses possibles (e.g. utilisation de 

contenants dépourvus d’ADN, utilisation de gants) afin d’éviter toute contamination 

avec le matériel utilisé, et entre chaque échantillon (contamination croisée), qui pourrait 

compromettre la fiabilité des résultats de régime alimentaire (King et al. 2008). 

3.3 Stockage et préparation des échantillons pour extraction d’ADN de 

proies 

Une fois qu’une fèces a été prélevée pour des analyses moléculaires ultérieures, il 

est nécessaire de la stocker le plus rapidement possible afin de préserver au mieux 

l’ADN (en qualité et en quantité) (King et al. 2008), puis d’appliquer un protocole 

adapté de préparation de l’échantillon avant extraction de l’ADN et analyses 

moléculaires (e.g. metabarcoding). Les nombreuses études qui ont analysé le contenu 

en ADN de proies dans des fèces pinnipèdes ou d’autres prédateurs (terrestres ou 

marins) ont utilisé une grande diversité de techniques différentes, dont nous présentons 

ici quelques exemples dans le tableau synthétique en Annexe 1 (méthodes de collecte, 

de stockage, de préparation et d’analyses moléculaires ; 28 études sont ici présentées 

en exemple de façon synthétique, sur des pinnipèdes [1 à 15], sur d’autres espèces [18 

à 28], et deux revues scientifiques portant sur les méthodes de préparation [16 et 17]). 

Les auteurs de ce type d’étude recommandent largement de stocker les fèces très 

rapidement après leur collecte (dans les heures qui suivent), afin de conserver au mieux 

l’ADN. Dans la majorité des cas d’étude, les expérimentateurs ont congelé les 

échantillons (à -20°C ou à -80°C) immédiatement après leur collecte pour stockage 

jusqu’à analyse ultérieure (e.g. Parsons et al. 2005; Thomas et al. 2014; Mumma et al. 
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2016; Jeanniard-du-Dot et al. 2017; Keszka et al. 2020; Jimbo et al. 2021). Un stockage 

à -80°C permet sûrement une meilleure conservation mais est techniquement plus 

contraignante, ce qui amène généralement à favoriser une congélation à -20°C. La 

qualité de l’ADN peut cependant se dégrader au fil du temps (par dégradation 

enzymatique), même congelé, et il est alors conseillé d’effectuer l’extraction d’ADN peu 

de temps après sa congélation (dans les mois qui suivent) (King et al. 2008). D’autres 

auteurs ont choisi de stocker les fèces à étudier dans de l’éthanol (de 70° à 100°), dans 

un bocal par exemple, et ont trouvé que cette méthode s’avérait efficace pour préserver 

l’ADN (e.g. Deagle et al. 2005; Deagle et Tollit 2007). Ce type de technique peut 

s’avérer avantageuse pour stabiliser l’ADN lorsque les conditions d’accès à un 

congélateur sont compliquées (collectes sur le terrain sur plusieurs jours de suite), par 

exemple. Certaines études telles que celles de Thomas et al. (2022) incluent d’ailleurs 

des fèces stockées soit par éthanol soit par congélation, en fonction des conditions de 

collecte sur le terrain (possibilité de congeler le soir même ou non). Enfin, d’autres 

études ont combiné le stockage des échantillons dans de l’éthanol avec une congélation 

(e.g. Emami-Khoyi et al. 2016; McInnes et al. 2017a; McCosker et al. 2020; Jang-Liaw 

2021). Cependant, malgré la diversité de protocoles utilisés, il existe peu d’informations 

dans la littérature permettant de confirmer si l’une de ces méthodes est plus efficace 

que les autres pour conserver de l’ADN. En l’absence de réelles analyses comparatives, 

il s’avère difficile de conclure sur l’efficacité d’une technique par rapport à une autre, 

mais le succès d’extraction d’ADN dans toutes ces études suggère qu’elles pourraient 

toutes être relativement efficaces pour optimiser les rendements d’extraction.  

L’étape de préparation et/ou de sous-échantillonnage des fèces pourrait aussi avoir 

une influence critique sur les résultats obtenus (King et al. 2008). Cependant, nous 

pouvons constater dans la littérature scientifique qu’il existe une très grande diversité 

de techniques de préparation des échantillons (Annexe 1), chaque étude apportant ses 

propres spécificités protocolaires, tout en justifiant assez rarement les choix effectués 

et leur possible influence sur les résultats. Cette diversité de protocole est observée à la 

fois sur les études portant sur des pinnipèdes (e.g. Deagle et al. 2005, 2009; Parsons et 
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al. 2005; Deagle et Tollit 2007; Matejusová et al. 2008; Tollit et al. 2009; Thomas et 

al. 2014, 2022; Emami-Khoyi et al. 2016; Jeanniard-du-Dot et al. 2017; Keszka et al. 

2020; McCosker et al. 2020; Flanders et al. 2020; Dufault et al. 2021; Jimbo et al. 2021), 

et sur celles portant sur d’autres vertébrés (oiseaux, mammifères terrestres, poissons) 

(e.g. Clare et al. 2009; Oehm et al. 2011; Jarman et al. 2013; Mumma et al. 2016; 

McInnes et al. 2017a; Guillerault et al. 2017; Gosselin et al. 2017; Monterroso et al. 

2019; Jang-Liaw 2021; Massey et al. 2021; Parker et al. 2022; Kim et al. 2022). 

Les études portant sur l’analyse moléculaire de fèces de pinnipèdes ont 

généralement effectué un ou plusieurs sous-échantillonnage(s) aléatoire(s) de matière 

fécale. Ainsi, certains ont fait un unique sous-échantillonnage (e.g. environ 2-3 ml de la 

matrice molle, Tollit et al. 2009 ; forage de 6 mm de diamètre dans la fèces congelée, 

Keszka et al. 2020 ; 5 ml de la matrice molle préalablement mélangée, Flanders et al. 

2020 ; environ 20 mg du sédiment de la fèces sans parties dures Thomas et al. 2014), 

alors que d’autres ont combiné un sous-échantillonnage de plusieurs parties de la fèces 

(e.g. deux sous-échantillons sur chaque fèces congelée, Parsons et al. 2005 ; environ 50 

ml de matière fécale sous-échantillonnée aux lobes de la fèces Deagle et al. 2009). Ces 

protocoles de prélèvements sont ainsi appliqués soit après le stockage, soit avant le 

stockage (par congélation ou par éthanol) et/ou les analyses, en fonction des pratiques 

de chacun. Ils ont l’avantage d’être faciles d’application, et de permettre de conserver 

une part importante de la fèces pour d’autres analyses (dont l’analyse des pièces dures 

diagnostiques, comme autre méthode du régime alimentaire) (e.g. McCosker et al. 

2020). 

L’ADN de proies est cependant considéré comme étant plutôt hétérogène au sein 

d’un échantillon de fèces (Matejusová et al. 2008), ce qui suggère que prélever un sous-

échantillon pourrait sous-représenter toutes les proies présentes dans toute la fèces. Le 

protocole de préparation pourrait alors mener à de « faux négatifs ». D’autres études 

ont proposé des protocoles où les fèces de pinnipèdes sont préalablement mixées (voire 

diluées dans de l’éthanol ou une solution tampon), avant d’être envoyées en extraction 

d’ADN. L’une des techniques proposées a été de diluer la fèces avec de l’éthanol dans 
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un bac et d’homogénéiser, tout en effectuant ceci sur un filtre de taille fine (pour 

conserver les pièces dures diagnostiques), puis de sous-échantillonner la matrice fèces-

éthanol pour les analyses génétiques (Jeanniard-du-Dot et al. 2017). D’autres études, 

telles que celle de Jimbo et al. (2021) ont proposé de mixer fortement la partie molle 

de la fèces (pour homogénéiser au mieux) avant d’effectuer un sous-échantillon à 

envoyer en analyses moléculaires (0.15-0.43 g de la partie molle). 

La même diversité de protocoles de préparation de fèces est observée sur les études 

portant sur d’autres taxons que les pinnipèdes. Les techniques de sous-échantillonnage 

d’une partie de l’échantillon (e.g. 20 mg sur des fèces de poissons chats Silurus glanis, 

Guillerault et al. 2017 ; 200-500 mg sur des fèces de loups gris Canis lupus ligoni Massey 

et al. 2021), ou de combinaison de plusieurs sous-échantillons (e.g. environ 0.5 ml de 

matière fécale prélevée à de multiples endroits de l’extérieur de chaque fèces d’ours 

noirs Ursus americanus et de coyotes Canis latrans, Mumma et al. 2016), apparaissent 

assez répandues. Les techniques de dilution de ces sous-échantillons dans une solution 

tampon (e.g. solution saline de diméthylsulfoxyde, tampon DET) sont également 

proposées pour conserver/préparer les échantillons (e.g. Monterroso et al. 2019). Très 

peu d’études ont cependant testé l’influence de chacun de ces protocoles de préparation 

des fèces sur les résultats de séquençage d’ADN de proies obtenus. Sur des fèces de 

coyotes, cinq différents protocoles de sous-échantillonnage ont été testés en comparant 

différentes zones de prélèvements sur chaque fèces (environ 500-600 μl pour chaque 

sous-échantillon) : aux deux extrémités de la fèces, sur le côté de la fèces (en surface), 

au milieu de la partie centrale de la fèces, et en homogénéisant environ 125-150 μl de 

chacune des quatre précédentes localisations dans un même échantillon (Gosselin et al. 

2017). Les quatre localisations de sous-échantillonnage de fèces de coyotes choisies dans 

cette étude sont présentées en Figure 2. Ils ont finalement mesuré la détectabilité d’un 

type de proies (les Léporidés) par ADN (et par analyse des pièces diagnostiques en 

complément) pour chacun des cinq protocoles, et ont constaté de fortes différences de 

résultats suivant les protocoles : ceux qui incluaient toutes les localisations de 

prélèvements, ou ceux qui étaient issus du croisement de résultats de plusieurs 
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protocoles, permettaient d’avoir une plus haute détectabilité des proies. Ainsi, dans 

cette étude, certaines localisations uniques de sous-échantillonnage amenaient à une 

plus faible détectabilité des proies par ADN.  

 

Figure 2 – Différentes localisations de sous-échantillonnages de fèces de coyotes 

réalisées dans l’étude de Gosselin et al. (2017) pour tester l’influence de différents 

protocoles sur la détection de proies (Léporidés) par analyse de l’ADN.  

 

Les résultats de séquençage d’ADN pourraient donc être sensiblement affectés par 

les choix de sous-échantillonnage et/ou de préparation des fèces (Gosselin et al. 2017), 

bien qu’à l’heure actuelle aucune approche ne semble faire consensus. Les contraintes 

opérationnelles liés à la collecte, à la taille et l’état des échantillons, au temps et au 

coût de préparation, et à la mutualisation éventuelle avec d’autres analyses peuvent 

également conduire à des compromis différents en fonction des études et de leurs 

objectifs. Il apparait néanmoins utile de mieux tester quantitativement les conséquences 

de ces choix méthodologiques dans le cadre de futures études.  
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4 Les apports de l’utilisation d’approches de biologie 

moléculaire dans l’analyse du régime alimentaire de phoques 

à partir de fèces 

4.1 Comparaison entre l’analyse traditionnelle des pièces dures 

diagnostiques et l’analyse de l’ADN de proies, et limites des approches 

moléculaires 

L’un des enjeux principaux quand on cherche à évaluer le régime alimentaire de 

prédateurs tels que les pinnipèdes est de savoir quelle est la méthodologie la plus 

appropriée pour caractériser la réalité écologique (e.g. Bowen et Iverson 2013). Pour les 

études du régime alimentaire de pinnipèdes, il est généralement attendu que les 

approches de biologie moléculaire puissent préciser les connaissances, et s’affranchir 

d’une partie des biais inhérents aux approches « traditionnelles » (basées sur l’analyse 

des pièces diagnostiques) (Deagle et al. 2005; Casper et al. 2007; Tollit et al. 2009). 

Certaines études ont donc comparé les résultats de régime alimentaire obtenus par 

analyses des pièces diagnostiques avec ceux obtenus par le séquençage d’ADN de proies 

(Casper et al. 2007; Deagle et al. 2009, 2019; Tollit et al. 2009). De manière générale, 

ces études ont mis en évidence une certaine similarité entre les résultats obtenus par 

les deux types de méthodes, mais avec une diversité de proies détectées plus importante 

par méthodes de séquençage de l’ADN que par l’identification physique des restes 

alimentaires (e.g. Casper et al. 2007; Deagle et al. 2009; Tollit et al. 2009). Ceci peut 

facilement s’expliquer par la plus grande difficulté à détecter de nombreuses espèces 

avec les méthodes traditionnelles, où les biais associés ne permettent pas toujours 

d’arriver à un détail taxonomique aussi élevé que les techniques moléculaires (e.g. 

érosion des pièces diagnostiques qui permet difficilement d’identifier une proie à 

l’échelle de l’espèce). Les techniques de séquençage ont donc un apport qualitatif 

indéniable sur l’évaluation du régime alimentaire de pinnipèdes, et permettent de 

détecter plus systématiquement les proies, comme testé en milieu contrôlé/captif par 

Casper et al. (2007). Cependant, ces tests réalisés sur des animaux captifs ont soulevé 
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aussi la difficulté des deux types de méthodes (séquençage de l’ADN et pièces dures) à 

correctement reconstruire la quantité de biomasse réellement consommée (Casper et al. 

2007). 

Une limite majeure dans la comparabilité des résultats de régime alimentaire 

obtenus par biologie moléculaire avec ceux obtenus par pièces diagnostiques repose sur 

les temps de digestion différents entre les parties molles et dures de la fèces (Casper et 

al. 2007; Tollit et al. 2009). Le taux de résidence des pièces dures dans le tractus digestif 

peut être plus important que celui de la matière organique (quelques jours contre 

quelques heures ; voir section 1.3 pour rappel), et il est alors possible que les deux 

méthodes d’analyses puissent représenter des évènements d’alimentation différents. Ce 

type de comparaison s’avère néanmoins utile pour évaluer la pertinence de différentes 

approches dans l’évaluation du régime alimentaire, et ce plus particulièrement s’il on 

suppose que les événements d’alimentation d’un individu producteur sont assez 

similaires au cours du temps (à l’échelle de quelques jours). 

Bien que les approches de séquençage de l’ADN permettent d’identifier une plus 

haute diversité de proies que les approches traditionnelles (apport qualitatif), elles 

présentent aussi des limites qui pourraient avoir une influence non négligeable sur les 

résultats de régime alimentaire. En effet, cette diversité pourrait parfois être surestimée 

par metabarcoding si, par exemple, un échantillon a été contaminé par l’environnement 

extérieur (substrat, eau de mer ou déjection d’autres animaux à proximité) ou par un 

autre échantillon (contamination croisée) (King et al. 2008). La dégradation de l’ADN 

dans les échantillons de fèces (liée à l’état des échantillons avant leur collecte et/ou à 

leurs conditions de stockage) peut aussi limiter la taille des fragments qui peuvent être 

amplifiés par PCR (Symondson 2002; Deagle et al. 2006), ce qui peut avoir un impact 

non négligeable sur la diversité estimée (Deagle et al. 2019). La détectabilité de proies 

secondaires par approches moléculaires peut aussi être une limite entre différentes 

études, surtout si l’ADN de ces proies est uniquement présent sous forme de traces dans 

les fèces. En effet, leur prise en considération dans les résultats dépend de choix de 

seuils de détectabilité, dont le choix s’avère généralement assez arbitraire d’une étude 
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à une autre (Pompanon et al. 2012; Deagle et al. 2019). De tels seuils sont choisis pour 

écarter les séquences potentiellement issues de contaminations, mais, si la diversité de 

proies secondaires s’avère élevée, un choix de seuil trop élevé amènera à sous-estimer 

la diversité en espèces proies. Ainsi, un seuil de 1% du nombre de lectures de séquences 

s’est avéré approprié dans de nombreuses situations (voir Deagle et al. 2019), mais 

certaines études ont choisi un seuil plus réduit lorsque le régime alimentaire de l’espèce 

est connu pour être naturellement diversifié (e.g. seuil de 0.01% chez des chauves-souris, 

Alberdi et al. 2018). Dans ce second cas, il est alors admis qu’une part de cette diversité 

puisse être aussi issue de contaminations (elle reste considérée comme négligeable dans 

ce type de cas). 

Les résultats de séquençage par metabarcoding de l’ADN peuvent également être 

soumis à certains types d’erreurs (e.g. Pompanon et al. 2012). La qualité des résultats 

obtenus peut être fortement dépendante de la qualité et du succès d’extraction de 

l’ADN. Elle peut aussi être affectée par la qualité et/ou de la spécificité de chacune des 

amorces choisies pour effectuer un séquençage (e.g. Deagle et al. 2009; Pompanon et 

al. 2012 ; et voir section 2.2). Un choix peu adapté de certaines amorces pourrait alors 

sous-estimer artificiellement la diversité réelle de proies consommées par le prédateur. 

Des erreurs de lecture peuvent également avoir lieu au cours d’un séquençage d’ADN 

amplifié, menant ainsi à une mauvaise identification du taxon (Huse et al. 2007). Ces 

dernières pourraient être le fruit, par exemple, d’erreurs affectant la séquence de 

« barcode » entre deux différentes amorces. Un autre biais possible, en utilisant ce type 

d’approche moléculaire, est la présence possible de « séquences chimères » à l’issue de 

PCR, correspondant à des séquences erronées (des artefacts) (Qiu et al. 2001) qui 

peuvent être produites lorsque l’on amplifie de l’ADN dégradé (Pääbo et al. 1990). 

Dans ce type de cas, ces séquences chimères peuvent alors être assignées à des taxons 

supérieurs qui incluent les deux taxons les composant. L’assignation d’une séquence à 

un taxon peut également s’avérer critique, et peut être influencée par le choix de 

banques de données de références de séquences d’ADN (voir la revue de Pompanon et 

al. 2012 discutant de ces limites). En effet, ces bases de données publiques (GenBank 
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par exemple) peuvent parfois intégrer des séquences erronées et/ou de mauvaises 

assignations taxonomiques (Harris 2003). Bien que ces erreurs soient assez rares, elles 

pourraient quand même avoir une influence sur certaines assignations ; le choix des 

bases de données de référence et le travail de correction associé sont donc importants 

pour limiter les biais associés. Enfin, l’étape d’alignement entre des séquences pour 

trouver des régions de similarités, nommée BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool), qui permet d’identifier les taxons associés à la séquence (par détermination d’une 

Unité Taxonomique Opérationnelle, OTU, Operational Taxonomic Unit), repose aussi 

sur un seuil de similarité défini par l’opérateur ; un seuil bas peut augmenter le nombre 

d’espèces retenues bien que leur identification reste incertaine (e.g. Thomas et al. 2017; 

McInnes et al. 2017a). 

La quantification de l’ADN par approches moléculaires est un outil pertinent pour 

quantifier le régime alimentaire d’un prédateur, mais ces méthodes de quantification 

sont soumis à des biais qui pourraient influencer significativement les résultats 

(Pompanon et al. 2012; Deagle et al. 2019). Les limites associées à la quantification 

s’inscrivent dans la continuité des limites précédemment présentées (e.g. possibles 

erreurs d’assignation, erreurs pendant l’amplification), mais elles peuvent aussi découler 

d’autres facteurs. La digestion de l’ADN de différentes proies peut être différenciée 

selon les espèces, ce qui peut avoir une influence critique sur la représentativité du 

régime alimentaire dans des fèces par l’ADN. Des facteurs de correction ont donc été 

calculés pour que ces résultats quantifiés puissent être de meilleurs indices du régime 

alimentaire (Thomas et al. 2014). Il convient alors de garder une certaine prudence sur 

les résultats de tests de quantification de l’ADN, et de considérer tous les potentiels 

biais associés (e.g. Pompanon et al. 2012). 

Des comparaisons méthodologiques (approches moléculaires vs approches 

traditionnelles) ont également été effectuées dans des études portant sur le régime 

alimentaire d’autres taxons que les pinnipèdes (e.g. Mumma et al. 2016; Guillerault et 

al. 2017; Gosselin et al. 2017; Massey et al. 2021; Parker et al. 2022). Similairement 

aux études effectuées sur les pinnipèdes, celles effectuées sur d’autres espèces montrent 
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souvent un chevauchement entre les résultats de régime alimentaire obtenus par tri 

mécanique des restes non digérés et ceux obtenus par analyses moléculaires. Cependant, 

ces mêmes études suggèrent que la plus haute diversité d’espèces proies détectées par 

séquençage de l’ADN soutient la forte utilité de cette méthode (e.g. Guillerault et al. 

2017; Massey et al. 2021). 

Les résultats de régime alimentaire obtenus par méthodes traditionnelles et par 

approches moléculaires ont finalement été rarement comparés, ou manquent parfois 

d’une comparaison formelle (quantitative) sur des métriques précises du régime 

alimentaire, selon certains auteurs (Deagle et al. 2019; Massey et al. 2021). Il persiste 

donc encore des incertitudes sur les différences que peuvent produire ces méthodes, et 

il est probable que le degré de différences dépende du contexte d’étude (cf. prédateurs 

étudiés, espèces proies consommées). Un exemple, à considérer pour les espèces d’intérêt 

de la présente étude, est la consommation de poissons plats qui semble être sous-estimée 

dans le régime alimentaire de phoques par analyses des pièces diagnostiques, par 

rapport aux analyses moléculaires (Dufault et al. 2021), ce qui s’expliquerait peut-être 

par un comportement d’alimentation spécifique à ces proies (cf. non-consommation des 

têtes qui entraînerait une faible représentation par les otolithes). 

4.2 L’importance du multi-approches pour évaluer le régime alimentaire 

Un nombre très restreint d’études ont proposé de combiner les résultats de 

différentes méthodes d’analyse du contenu de fèces (analyse des pièces dures et analyse 

de l’ADN de proies) pour arriver à une compréhension intégrée du régime alimentaire 

(e.g. Gosselin et al. 2017; Jeanniard-du-Dot et al. 2017). Suivre un cadre d’étude par 

multi-approches permet en écologie trophique d’arriver à des conclusions plus étayées, 

chacune des méthodologies pouvant alors préciser une partie des éléments écologiques 

non fournis par les autres (Jeanniard-du-Dot et al. 2017; Costa-Pereira et al. 2019; 

Planque 2021; Planque et al. 2021). L’étude présentée par Jeanniard-du-Dot et al. 

(2017) sur des otaries à fourrures du Nord (Callorhinus ursinus) est un bon exemple 

d’étude où il a été nécessaire d’appliquer plusieurs approches (analyse de l’ADN de 

proies et des parties dures dans les fèces, analyses isotopiques et suivis biologging) pour 
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arriver à des conclusions écologiques les plus complètes possibles. Dans leur étude, les 

résultats des deux méthodes d’analyse des fèces ont été comparés, puis combinés, ce 

qui a permis d’améliorer l’évaluation du régime alimentaire de cette espèce (obtention 

d’une image plus diverse et complète du régime alimentaire). Ainsi, par exemple, les 

analyses d’ADN permettaient d’avoir un résultat plus qualitatif, à l’échelle de l’espèce 

des proies (salmonidés et céphalopodes), alors que les pièces dures permettaient 

uniquement d’évaluer la famille de ces proies. Cet exercice de combinaison permet aussi 

de corriger partiellement les biais des deux méthodes, ce qui s’est traduit dans l’étude 

de Jeanniard-du-Dot et al. (2017) par une importance intermédiaire des céphalopodes 

dans le régime alimentaire combiné (évaluée par la métrique Split Sample Frequency of 

Occurrence, SSFO) : plus faible que dans le régime alimentaire par analyse des pièces 

dures uniquement (ce qui s’explique par la surestimation de ce type de proies avec cette 

méthode) et plus forte que dans le régime alimentaire par analyse ADN uniquement 

(où les céphalopodes sont vraisemblablement sous-estimés). Les différentes approches 

d’analyses du régime alimentaire ne devraient donc pas être opposées mais combinées. 

Chaque méthode fourni une image de l’alimentation sous un prisme différent avec 

chacune leurs avantages et leurs inconvénients. Conduire différentes méthodes et réussir 

à combiner l’ensemble des résultats pour fournir une image cohérente du régime 

alimentaire d’un prédateur doit être un axe de recherche qui devrait guider les études 

futures en écologie trophique. 

Les différents avantages et inconvénients propres à l’application d’approches 

traditionnelles (analyse des pièces dures diagnostiques) et d’approches moléculaires 

(séquençage par metabarcoding) dans des fèces de phoques sont présentés de façon 

synthétique en Tableau 2. Ceci permet alors de mettre en évidence les apports 

possibles de chacune des approches et les contraintes associées à ces approches, afin de 

mettre en place un protocole adéquat dans le cas d’étude présent.  
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Tableau 2 – Synthèse des avantages et inconvénients propres à l’application 

d’approches traditionnelles et d’approches moléculaires dans des fèces de phoques pour 

évaluer leur régime alimentaire. 

 Approches « traditionnelles » 

(Analyse des pièces dures 

diagnostiques dans les fèces) 

Approches moléculaires 

(Séquençage de l’ADN de proies 

dans la matrice molle de fèces par 

metabarcoding) 

Obtention de 

résultats 

qualitatifs 

Avantages : 

• Identification des proies à l’échelle 

des espèces, ou à défaut à l’échelle de 

groupes d’espèces. 

Inconvénients : 

• Nécessite de bonnes connaissances 

taxonomiques (expérimentateur). 

• Risque de mauvaise assignation 
d’espèces pour des pièces dures 

semblables. 

• Résultats à l’échelle du taxon le plus 

raisonnable. 

• Faux négatifs possibles (sous-esti-

mation de la diversité) à cause de 

plusieurs facteurs : 

- espèces proies sans pièces dia-

gnostiques (e.g. espèces gélatineuses 

ou chondrichtyens) 

- consommation d’une partie des proies 

sans pièces diagnostiques (e.g. non 

consommation de la tête) 

- pièces diagnostiques fortement ou 

complètement digérées, voire 

régurgitées (cf. becs céphalopodes). 

 

Avantages : 

• Identification des proies à une échelle 

taxonomique plus précise (espèces 

proies).  

• Détection d’une plus haute diversité 

taxonomique que par approche tradi-

tionnelle. 

Inconvénients : 

• Possibilité d’avoir des erreurs 

d’assignation d’espèces liées à : 

- présence possible de séquences er-
ronées dans les banques de données 

utilisées 

- possibles erreurs de lecture des sé-

quences 

- possibles erreurs lors de l’amplifi-

cation de l’ADN  

• Facteurs pouvant mener à une sur- ou 

sous-estimation des espèces présentes : 

- risque de dégradation de l’ADN selon 

l’état de l’échantillon à la récolte et sa 

méthode de stockage (sous-estimation) 

- risque de contamination par envi-

ronnement ou de contamination croisée 

(surestimation) 

- choix arbitraire d’un seuil de dé-

tectabilité (sur- ou sous-estimation) 

- qualité et succès d’extraction de 
l’ADN (dépendant de l’état de 

l’échantillon) (sous-estimation) 

- qualité et/ou spécificité des amorces 
choisies (sous-estimation) (e.g. risque 

de sous-estimer proies non ciblées par 

certaines amorces). 
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 Approches « traditionnelles » 

(Analyse des pièces dures 

diagnostiques dans les fèces) 

Approches moléculaires 

(Séquençage de l’ADN de proies 

dans la matrice molle de fèces par 

metabarcoding) 

Obtention de 

résultats 

quantitatifs 

Avantages : 

• Permet une quantification du régime 
en fréquence de biomasse et d’abon-

dance pour la majorité des espèces 

proies identifiées.  

• Accès aux tailles et masses relatives 
individuelles des proies ingérées par la 

mesure de pièces diagnostiques et par 

l’application de relations allométriques 

issues de la littérature. 

• Facile d’usage et transposable entre 

différentes études. 

Inconvénients : 

• Impact de l’érosion des pièces dures 

diagnostiques (à cause de la digestion) 

sur la biomasse reconstruite (érosion 
différenciée selon les espèces proies et 

les types de pièces). 

→ des facteurs de correction proposés, 
mais qui peuvent aussi présenter des li-

mites (choix des facteurs par espèce, 

choix au taxon le plus proche, etc.) 

• Temps de résidence des restes de 
proies différents selon les espèces 

proies et les types de pièces dures (e.g. 

surestimation des céphalopodes par 
rapport aux téléostéens ; sous-estima-

tion des poissons plats). 

Avantages : 

• Développements récents et encoura-
geants de méthodes de séquençage 

haut-débit (HTS) pour quantifier 

l’ADN de proies et avoir des contribu-

tions relatives des différentes espèces 

dans l’image du régime alimentaire. 

• Permet d’avoir une information quan-

titative, complémentaire aux informa-

tions qualitatives. 

Inconvénients : 

• Digestion différenciée de l’ADN le 

long du tractus digestif, selon les es-
pèces proies (cf. digestibilité de diffé-

rents tissus).  

→ des facteurs de correction proposés, 
mais peu nombreux dans la littérature. 

Possibles biais associés à l’utilisation 

de ces facteurs. 

• Proportions d’ADN dans les fèces qui 

ne correspondraient pas systématique-

ment aux proportions de proies ingé-

rées. 

• Pas d’informations sur la taille et la 

masse des proies ingérées. 

• Nécessité de considérer ces résultats, 
issus de développements récents, avec 

précautions. 



 

33 

 Approches « traditionnelles » 

(Analyse des pièces dures 

diagnostiques dans les fèces) 

Approches moléculaires 

(Séquençage de l’ADN de proies 

dans la matrice molle de fèces par 

metabarcoding) 

Conditions 

de collecte 

des échantil-

lons et de 

stockage 

Avantages : 

• Ne nécessite pas de précautions parti-
culières d’échantillonnages, hormis 

une individualisation de chacune des 

fèces collectées. Pas de contraintes de 

stockage précis si seule l’analyse des 
pièces dures diagnostiques est effec-

tuée. 

 

Inconvénients : 

• Nécessite de nombreuses précautions 

lors de leur collecte sur le terrain : 

- collecte d’échantillons pas ou peu 

contaminés par le substrat (e.g. sable) 

- collecte selon les conditions les plus 
soigneuses possibles afin d’éviter les 

contaminations environnementales ou 

les contaminations croisées (entre 
échantillons) (utilisation de contenants 

dépourvus d’ADN, de gants, etc.). 

• Collecte de fèces fraiches afin d’évi-

ter toute dégradation de l’ADN (col-

lecte dans les 24 h après production). 

• Nécessite de stocker l’échantillons ra-

pidement (éthanol ou à -20°C / -80°C). 

• Nécessite d’effectuer l’analyse 

quelques mois après la collecte (risque 

de dégradation de l’ADN au cours du 

temps). 

• Nécessite des conditions de transport 

frigorifique si transfert. 

Conditions 

d’analyses en 

laboratoire 

et de prépa-

ration des 

échantillons  

Avantages : 

• Protocole de filtration et d’analyse 

des pièces dures diagnostiques qui peu-

vent être facilement mis en œuvre. Pas 

d’équipement de laboratoire lourd. 

• Tout l’échantillon est analysé, et il 

n’y donc pas de protocole précis de 

préparation (ou de sous-échantillon-

nage). 

Inconvénients : 

• Nécessite de travailler dans des con-

ditions très soigneuses pour éviter toute 

contamination des échantillons. 

• Protocoles de préparation des fèces 

(e.g. sous-échantillonnages à diffé-

rentes localisations, mise en solution 

de toute la fèces) qui pourraient avoir 
une influence non négligeable sur les 

résultats de régime alimentaire.  

• Nécessite de disposer et d’avoir accès 
à des moyens analytiques spécifiques 

en biologie moléculaire. 

Temps 

d’analyses en 

laboratoire 

Inconvénients : 

• Analyse des fèces en laboratoire qui 
peut prendre plusieurs semaines pour 

quelques dizaines d’échantillons. 

• Travail fastidieux si les échantillons 
contiennent de très nombreuses pièces 

diagnostiques. 

Avantages : 

• Préparation des échantillons en 

quelques heures. 

• Analyse des échantillons qui peut être 

réalisée par des plateformes de biologie 
moléculaires (quelques mois pour 

obtenir des résultats). 
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 Approches « traditionnelles » 

(Analyse des pièces dures 

diagnostiques dans les fèces) 

Approches moléculaires 

(Séquençage de l’ADN de proies 

dans la matrice molle de fèces par 

metabarcoding) 

Analyse des 

données et 

compétences 

requises 

Avantage : 

• Données ayant une structure assez fa-

cile à prendre en main. 

• Analyses assez standards, mais pou-

vant être plus poussées selon les ques-

tions posées. 

Inconvénient : 

• Obtention de résultats propres aux 
analyses de biologie moléculaire (si 

traitements bio-informatiques réalisés 

en amont par une plateforme de biolo-

gie moléculaire). 

• Maîtrise de ce type de données et des 

métriques associées. 

 

5 Recommandations pour effectuer des analyses de biologie 

moléculaire sur des fèces de phoques veaux-marins et gris et 

protocole choisi  

Comme précédemment présenté dans l’ensemble de ce rapport, l’application de 

méthodes de biologie moléculaire dans des fèces apparait pertinente pour acquérir des 

informations sur le régime alimentaire de pinnipèdes tels que les phoques veaux-marins 

et les phoques gris. Réalisées en complément des analyses plus traditionnelles (analyses 

des pièces dures diagnostiques dans les fèces), elles permettraient de compléter les 

connaissances actuelles. 

Dans le contexte d’étude des populations de phoques, à proximité du projet 

d’Eoliennes en Mer Dieppe – Le Tréport (EMDT), seules des analyses des pièces dures 

diagnostiques ont été réalisées pour évaluer le régime alimentaire des deux espèces de 

phoques à ce stade (fèces collectées uniquement en baie de Somme ; Spitz et al. 2015; 

Planque 2021; Planque et al. 2021). Ces précédentes études apportent des premières 

informations sur les préférences alimentaires des phoques sur ce secteur, et sur le 

chevauchement alimentaire entre ces espèces. L’application de méthodes de biologie 

moléculaire sur les fèces, qui nous apparaît pertinente au regard de la littérature, 

permettrait sûrement de préciser ces connaissances. Le séquençage de l’ADN par 

metabarcoding est l’une des méthodes qui a été la plus fréquemment utilisée au cours 
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de la dernière décennie pour détecter les proies de phoques dans des fèces (e.g. 

Granquist et al. 2018; McCosker et al. 2020; Salinger 2021; Thomas et al. 2022), et 

celle-ci a donc été choisie dans le cas présent. Sachant les différentes incertitudes qui 

existent sur les protocoles à appliquer pour obtenir des résultats robustes 

qualitativement et quantitativement par ADN (cf. diversité de protocoles suivant les 

études ; voir section 3.3), nous avons choisi d’intégrer des tests protocolaires dans la 

présente étude. 

L’ensemble des analyses de metabarcoding des fèces de phoques veaux-marins et 

gris de la présente étude seront réalisées par l’une des plateformes techniques AnaEE1, 

spécialisée dans la réalisation d’études d’ADN environnemental (eDNA), et qui est 

rattachée au Laboratoire d’Ecologie Alpine (LECA, CNRS – Université Grenoble   

Alpes – Université Savoie Mont-Blanc). Il est ainsi prévu que cette plateforme effectue 

les analyses de metabarcoding environnemental dans les échantillons de fèces de 

phoques (préalablement préparées). Sur la connaissance préalable des potentielles proies 

des deux espèces de phoques sur la zone d’étude, nous avons déterminé que les analyses 

seront effectuées avec cinq marqueurs différents (cf. choix des amorces en section 2.2), 

qui ciblent les téléostéens, les chondrichtyens, les élasmobranches, les arthropodes et 

les mollusques (voir les fiches techniques des marqueurs choisis en Annexe 2). Ces 

analyses devraient alors permettre d’identifier un large spectre d’espèces proies 

potentielles de phoques. Des développements de méthode de séquençage quantitatif en 

temps réel, dite de « qPCR », seront également testées, en amont du séquençage. Ils 

permettront alors d’acquérir peut-être des évaluations quantitatives. Enfin, il est 

également prévu d’effectuer le séquençage en utilisant un marqueur mammifères marins 

afin de détecter la présence d’ADN de phoques veaux-marins, de phoques gris et de 

marsouins communs (Phocoena phocoena) dans les fèces préparées. Ce dernier choix 

méthodologique a deux objectifs : confirmer l’espèce productrice de la fèces (cf. dans la 

continuité des techniques moléculaires utilisées précédemment ; Spitz et al. 2015) et 

d’évaluer toute potentielle consommation d’un mammifère marin par le phoque qui a 

 
1 https://www.anaee-france.fr/ et https://leca.osug.fr/eDNA-AnaEE-France-272  

https://www.anaee-france.fr/
https://leca.osug.fr/eDNA-AnaEE-France-272


 

36 

produit la fèces (consommation de phoques veaux-marins ou gris par des phoques gris, 

van Neer et al. 2015, 2019, 2021 ; consommation de marsouins communs par des 

phoques gris, Leopold et al. 2015). 

L’ensemble de ces analyses sont réalisées sur 32 fèces de phoques veaux-marins    

(N = 17) et de phoques gris (N = 15) collectées en baie de Somme (sur des reposoirs 

sableux) de mai à juillet 2022 (pour les phoques veaux-marins) et aux printemps-étés 

de 2021 et 2022 (pour les phoques gris). L’ensemble de ces fèces ont été congelées à      

-20°C le jour même de leur collecte, et ont été conservées jusqu’à préparation. Les fèces 

les mieux constituées (solides), ayant le plus de matière fécale possible, et ayant été le 

moins possible mélangées avec du sédiment (sable), ont ici été sélectionnées. 

L’état de l’art présenté dans ce rapport a souligné de nombreuses incertitudes qui 

subsistent concernant l’influence des méthodes de préparation des fèces sur les résultats 

de metabarcoding. Après discussion avec différents scientifiques utilisant ces méthodes, 

et après analyse bibliographique, nous avons décidé de tester trois protocoles 

d’échantillonnage et de conservation sur chacune des fèces (nommés A, B et C). Dans 

la continuité de précédentes études (Gosselin et al. 2017), nous avons ici choisi 

d’effectuer des sous-échantillonnages sur différentes localisations de la fèces, en partant 

de l’hypothèse que l’ADN de proies est réparti de façon hétérogène dans la fèces. Pour 

appliquer ces protocoles, nous avons réalisé des sous-échantillons de matière fécale 

prélevées au centre de la fèces (afin d’éviter le possible contact avec du sable et 

l’environnement extérieur, et donc une contamination) à trois localisations éloignées : 

(2) et (3) à des extrémités opposées de la fèces, (1) vers le milieu de la fèces. Ces 

protocoles sont présentés schématiquement en Figure 3. Pour le protocole (A), 

environ 20-25 mg de matière fécale ont été prélevées à la localisation (2) exclusivement. 

Pour le protocole (B) et (C), environ 20-25 mg de matière fécale ont été prélevées aux 

trois localisations (1, 2 et 3) et ont été mélangées. Enfin, des techniques de conservation 

différentes ont été utilisées. Les échantillons préparés pour les protocoles (A) et (B) 

ont été lyophilisés. Pour le protocole (C), les 20-25 mg de matière fécale prélevées aux 

trois localisations ont été mélangées à 25 ml solution de Longmire, qui est une solution 
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permettant la préservation d’échantillons pour analyses d’ADN environnemental (e.g. 

Williams et al. 2016). 

 

Figure 3 – Représentation schématique des trois protocoles de préparation de fèces de 

phoques veaux-marins et gris appliqués dans la présente étude, pour analyse du contenu 

en ADN par metabarcoding (protocoles A, B et C). Les sous-échantillonnages sont 

réalisés aléatoirement sur trois localisations distinctes de chaque fèces (1 vers le centre, 

2 et 3 vers des extrémités). Ces échantillonnages sont réalisés sur de la matière fécale 

au cœur de chaque fèces, afin d’éviter au plus le contact avec le substrat (sable). Ces 

préparations sont effectuées en laboratoire, après décongélation. 

 

Au total, 96 analyses de metabarcoding seront donc réalisées (trois protocoles testés 

par fèces). Par le test de différents protocoles, nous espérons alors pouvoir identifier 

leur efficacité dans la détection des espèces proies (cf. tester si l’un d’entre eux permet 

la détection d’une plus haute diversité de proies), afin de les calibrer au mieux pour de 

futures études.  

L’ensemble des échantillons ont été préparés et envoyés à la plateforme eDNA 

d’AnaEE France, et seront prochainement analysés. Nous espérons ainsi obtenir des 

premiers résultats courant décembre 2022 / janvier 2023. 
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Annexes 

Annexe 1 – Exemples de protocoles utilisés dans différentes études pour analyser l’ADN contenu dans des fèces, avec des approches 

de biologie moléculaire, pour évaluer le régime alimentaire de prédateurs (exemples sur des pinnipèdes des articles 1 à 15, sur d’autres 

espèces des articles 18 à 28, et deux revues discutant des protocoles possibles aux articles 16 et 17).  

 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

1 

Deagle et al. 

(2005) 

[Otaries de 

Steller 

(Eumetopias 

jubatus)] 

• Fèces d’animaux captifs, 

échantillonnées sur le 

reposoir à sec, ou récupérées 

dans le réservoir à vidange du 

bassin. 

• 4 fèces à chaque collecte. 

Pour chaque fèces collectée, trois petits 

sous-échantillons (2–3 ml de matière 

fécale) obtenus à partir de lobes fécaux 

distincts. 

• Reste du fèces (ou des portions 

aléatoires de plusieurs lobes quand 

volume de la fèces élevé, > 250 ml) → 

mixé pour former un mix final de 

l’échantillon. 

• Fèces préservées dans un volume 

d’éthanol (95%) de trois à cinq fois 

plus grand que le volume de 

l’échantillon. 

Préparation pour extraction de l’ADN : 

• Échantillons re-suspendus dans 

éthanol et ensuite 1.5 ml de 

l’éthanol/fèces prélevé et centrifugé. 

• Éthanol supprimé par évaporation. 

 

○ Tests effectués sur des animaux en 

captivité (régime alimentaire contrôlé). 

○ Tests pour identifier les proies 

détectées dans les fèces d’otaries par 

analyses de l’ADN, et pour comparer 

les résultats au régime alimentaire réel 

donné aux animaux (alimentation 

contrôlée). 

• Extraction ADN avec QIAamp DNA 

Stool Mini Kit (QIAGEN). 

• Séquençage (16S ADN ribosomal) → 

cible PCR. 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

2 

Parsons et 

al. (2005) 

[Phoques gris 

(Halichoerus 

grypus)] 

• Fèces d’un animal en 

captivité, collectées lorsque 

les bassins sont nettoyés. 

• Fèces prélevées avec une 

spatule en bois stérile et 

préservées dans une solution 

de Diméthylsulfoxyde 

DMSO/NaCl (pour un 

volume égal à 20% de 

DMSO/NaCl). 

• Fèces en solution stockées à 

-20°C ou à -80°C.   

• Deux sous-échantillons prélevés 

aléatoirement sur chaque fèces 

congelée. 

• ADN total extrait de chaque sous-

échantillon. 

• Environ 0.30 g de matière fécale 

congelée utilisé pour l’extraction de 

chaque fèces, et ADN génomique diluée 

dans un volume final de 100 μL en 

utilisant un tampon d’élution (10 mM 

Tris-HCl, 1 mM EDTA (acide 

éthylènediaminetétraacétique)). 

○ Développement et validation de 

marqueurs (amorces) de détection des 

salmonidés par ADN, afin d’aider à leur 

détection dans des fèces de pinnipèdes. 

○ Tests effectués sur un phoque gris en 

captivité (régime alimentaire contrôlé, 

exclusivement nourri d’espèces de 

salmonidés). 

• Extraction ADN avec un kit DNAce 

spin stool (Bioline cat. BIO-28050). 

3 

Deagle et 

Tollit (2007) 

[Otaries de 

Steller 

(Eumetopias 

jubatus)] 

• Fèces d’animaux captifs, 

échantillonnées sur le 

reposoir à sec, ou récupérées 

dans le réservoir à vidange du 

bassin. 

 

• Fèces mixées et préservées dans de 

l’éthanol (95%). 

Idem Deagle et al. (2005) [1]. 

○ Tests effectués sur des animaux en 

captivité (régime alimentaire contrôlé). 

○ Quantification à partir de l’ADN de 

proies dans les fèces de pinnipèdes → 

tests pour voir si cela permet une bonne 

estimation du régime alimentaire. 

• PCR en temps réel qPCR pour 

quantification de l’ADN mitochondrial 

(mtDNA) dans les tissus non digérés. 

4 

Matejusová 

et al. (2008) 

[Phoques 

veaux-marins 

(Phoca 

vitulina) et 

• Fèces de phoques veaux-

marins et gris collectées sur 

les reposoirs, au moment où 

un pic de présence de 

salmonidés est attendu dans 

ce secteur. 

Deux méthodes de sous-

échantillonnage et de stockage, en 

fonction des années d’échantillonnage : 

2003 ➔ un sous-échantillon de 2g 

conservé dans de l’éthanol absolu 

(100%) pour extraction d’ADN 

○ Détection des proies de salmonidés 

dans le régime alimentaire de phoques, 

par utilisation d’une méthode de PCR 

quantitative en temps réel (qPCR) dans 

les fèces. 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

Phoques gris 

(Halichoerus 

grypus)] 

• Comptages du nombre de 

phoques effectués avant 

collecte. Si plus de 90% des 

individus du reposoir étaient 

attribués à une espèce, les 

fèces étaient attribuées à cette 

espèce. Pour les groupes 

d’individus mixés, et sur les 

zones où les phoques ont pu 

bouger auparavant, les fèces 

ont été associées à une espèce 

indéterminée de phoques. 

• Chaque fèces individuelle a 

été placée dans un sac en 

polyéthylène scellé, afin 

d’éviter toute contamination 

croisée. 

ultérieure. Le reste de la fèces a été 

congelé à -20°C pour des analyses 

ultérieures des parties dures. 

2005 ➔ pour conserver une plus grande 

quantité de matière fécale, les parties 

dures ont été retirées manuellement 

avec une pince. Le reste de la fèces a été 

stockées à -80°C pour extraction 

ultérieure de l’ADN. 

• 2003 ➔ Sous-échantillonnage 

d’environ 350 mg, lavé dans de l’eau 

distillée avant extraction d’ADN. 

• 2005 ➔ décongélation jusqu’à ce qu’il 

soit possible de mixer la crotte, avant 

extraction, pour compenser l’erreur 

possible due au sous-échantillonnage. 

3 sous-échantillons de 200 mg environ, 

transférés dans un unique tube de 

centrifugeuse de 2 ml. Ajout de tampon 

ASL (suivant le kit d’extraction de 

Qiagen) et broyage des tissus pendant 2 

min à 20 Hz (avec un TissueLyser, 

Qiagen). 

• Extraction de l’ADN avec QIAamp 

DNA Stool Mini kit (Qiagen) 

• qPCR. 

 

5 

Deagle et al. 

(2009) 

[Otaries à 

fourrure 

• Fèces humides collectées 

sur les reposoirs pour 

analyses des pièces dures 

• L’ensemble des dépôts de matière 

fécale ont été collectés pour l’analyse 

des parties dures. 

○ Estimation du régime alimentaire de 

pinnipèdes par l’analyse de l’ADN de 

proies dans les fèces. 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

d’Afrique du 

Sud-Australie 

(Arctocephal

us pusillus 

doriferus)] 

diagnostiques et pour analyse 

de l’ADN. 

 

• Pour l’extraction de l’ADN, environ 

50 ml de matière fécale ont été sous-

échantillonnées aux lobes de la fèces. 

• Le prélèvement a ensuite été 

totalement mixé dans 50 ml d’éthanol 

(95%). Le total de 100 ml a été stocké 

dans un bouchon à vis. 

• ADN extrait à partir de la forme 

amorphe de la matrice souple des sous-

échantillons (50-100 mg) dans les 60 

jours de collection.  

○ Comparaison du régime alimentaire 

obtenu par ADN avec celui obtenu avec 

les pièces dures diagnostiques. 

→ résultats similaires entre les deux 

techniques, mais diversité moindre avec 

les pièces dures. 

• Même procédé d’extraction de l’ADN 

que Deagle et al. (2005). 

• Approche par pyroséquençage 

(remarque : rapide et à moindre coût 

que la méthode de Sanger) 

6 

Tollit et al. 

(2009) 

[Otaries de 

Steller 

(Eumetopias 

jubatus)] 

• Collecte de fèces 

(essentiellement fraiches) sur 

les reposoirs. Quelques fèces 

plus « anciennes ». 

• Sous-échantillons de la partie molle 

préservés dans les 24 heures en 

pressant délicatement la matière fécale à 

travers un plastique de maille de 0.5 

mm, avec une spatule. 2-3 ml de la 

matrice molle (sans parties dures) ont 

été placés dans ~ 15 ml d’éthanol 

(95%) puis mélangés.  

• Reste des fèces nettoyé en machine à 

laver, pour analyse des pièces dures 

diagnostiques. 

• Méthode de PCR-DGGE (voir King et 

al. 2008). 

• Séquençage ADN (16S). 

 

7 

Thomas et 

al. (2014)  

[Phoques 

veaux-marins 

• Fèces d’animaux captifs, 

collectées dans la piscine ou 

sur le reposoir à terre (pour 

information, aucune 

différence de régime 

• Extraction de l’ADN effectuée sur 

environ 20 mg du sédiment de fèces 

(dont les parties dures ont été enlevées). 

○ Améliorer la précision dans 

l’évaluation du régime alimentaire par 

l’analyse de l’ADN dans les fèces. 

○ Phoques élevés en captivités et 

nourris avec un régime alimentaire 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

(Phoca 

vitulina)] 

alimentaire estimé n’a été 

identifiée entre les deux 

méthodes, Bowles et al. 

2011).  

• Fèces généralement 

collectées dans les 2-4h après 

leur production, et 

immédiatement congelées à   

-20°C.  

contrôlé, afin de le comparer à celui 

évalué à partir des fèces (analyses 

d’ADN). 

○ Générer des facteurs de correction de 

la dégradation des tissus liés à la 

digestion, en fonction des proies (Tissue 

Correction Factors, TCFs). Basés sur la 

comparaison entre l’alimentation 

contrôlée et les résultats issus des 

analyses ADN. 

• Extraction de l’ADN avec le kit 

QIAamp DNA Stool Mini kit (Qiagen). 

Élution dans 100 μL de buffer (voir 

Deagle et al. 2005). 

• Séquençage (Ion OneTouchTM 

System). 

8  

Emami-

Khoyi et al. 

(2016) 

[Otaries à 

fourrure 

(Arctocephal

us forsteri)] 

• Fèces fraîches collectées sur 

les reposoirs.  

• Les fèces ont été collectées 

si elles étaient espacées à plus 

de 2 mètres l’une de l’autre, 

afin de minimiser la 

probabilité d’échantillonner 

deux fois les excrétions d’un 

même individu.   

• Les fèces entières ont été 

transférées immédiatement 

• L’ADN de proies est considéré comme 

étant hétérogène au sein d’un 

échantillon de fèces (Matejusová et al. 

2008).  

• Ainsi, les fèces ont été mixées 

rigoureusement en utilisant un 

agitateur à peinture jetable monté sur 

une perceuse électrique.  

• L’ADN génomique a été extrait dans 

un sous-échantillon de 5 à 10 g de 

coulis de fèces (scat slurry). 

○ Évaluation du régime alimentaire 

d’otaries : identification de leurs proies 

dans des contenus de fèces par 

utilisation de « séquençages parallèles 

massifs ». 

• Extraction de l’ADN effectué avec le 

kit MO BIO Power Max Soil 

(Catalogue number 12988-10). 

• Séquençages parallèles massifs. 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

dans de l’éthanol (99%), puis 

congelées à -4°C avant une 

future extraction de l’ADN 

(environ 1 mois après la 

collecte). 

• ADN extrait, puis préservé à -20°C 

jusqu’aux analyses ultérieures. 

9 

Jeanniard-

du-Dot et al. 

(2017) 

[Otaries à 

fourrure du 

Nord 

(Callorhinus 

ursinus)] 

• Collecte de fèces d’otaries 

(principalement femelles) sur 

les reposoirs. 

• Congélation à -20°C avant 

de futures analyses. 

• Fèces décongelées et transférées sur 

un filtre en nylon d’une maille de 

« filtre à peinture », sur un bac de      

500 ml.  

• Solution d’éthanol (95%) ajoutée 

aux échantillons, et la matrice molle de 

la fèces séparée des pièces dures 

diagnostiques par homogénéisation 

manuelle.  

→ parties dures écartées et analysées. 

• La matrice matière fécale + éthanol, 

précédemment préservée, a été sous-

échantillonnées pour analyses 

génétiques. 

• Extraction de l’ADN effectuée selon le 

protocole proposé par Thomas et al. 

(2014) sur environ 20 mg du sédiment 

de matière fécale de la même fèces.  

○ Identifier les stratégies alimentaires à 

l’échelle populationnelle avec 

différentes approches complémentaires 

(contenu de fèces par analyse des pièces 

dures diagnostiques, par analyse de 

l’ADN de reste de proies dans les fèces, 

et par analyse d’isotopes stables). 

○ Combinaison des différents résultats 

(pièces dures et ADN) pour avoir une 

compréhension intégrée du régime 

alimentaire. 

• Extraction de l’ADN avec le kit 

QIAamp DNA Stool Mini kit (Qiagen). 

• Metabarcoding de l’ADN. 

10 

Flanders et 

al. (2020) 

• Fèces collectées sur les 

reposoirs. 

• Sous-échantillonnage d’environ 5 ml 

sur chaque fèces, pour analyses de 

biologie moléculaire. 

○ Utiliser une nouvelle génération de 

séquençage pour identifier l’ADN de 

proies dans le régime alimentaire de 

phoques gris. 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

[Phoques gris 

(Halichoerus 

grypus)] 

• Placées dans des sacs, et 

dans de la glace jusqu’à 

l’arrivée en laboratoire. 

→ pris aléatoirement dans un mix de 

la fèces, mélangée manuellement avec 

une spatule en bois. 

• Placés dans de l’éthanol à 100%, et 

stockés à -20°C avant extraction. 

• Préparation des échantillons pour 

extraction : 

(1) décanter l’excès d’éthanol 

(2) absorber les résidus d’éthanol dans 

l’échantillon avec une lingette sèche 

pour fibre optique (Kimwipe®) 

(3) laisser évaporer l’éthanol restant à 

l’air ambiant, jusqu’à ce que 

l’échantillon soit visuellement sec 

(4) isoler environ 200 mg de 

l’échantillon pour extraction. 

• Extraction de l’ADN effectuée avec le 

DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) 

• Séquençage de nouvelle génération. 

 

11 

Keszka et al. 

(2020) 

[Phoques gris 

(Halichoerus 

grypus)] 

• Fèces collectées sur les 

reposoirs. 

• Fèces stockées à -20°C. 

• Sous-échantillons pour analyses de 

biologie moléculaire → récupérés par 

un forage de 6 mm de diamètre dans 

la fèces congelée. 

○ Identification du régime alimentaire 

par analyse des pièces dures de proies 

non digérées et par ADN. 

• Extraction de l’ADN et amplification 

par PCR. Séquençage de Sanger. 

12 

McCosker et 

al. (2020) 

• Fèces collectées sur les 

reposoirs. Uniquement des 

fèces fraiches (environ 12h 

max depuis la production) 

• Directement au retour de terrain, au 

laboratoire, chaque échantillon a été 

manuellement homogénéisé. 

○ Étudier le régime alimentaire de 

phoques gris, et y mesurer la présence 

d’invertébrés, par analyses de l’ADN de 

proies dans des fèces (metabarcoding). 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

[Phoques gris 

(Halichoerus 

grypus)] 

pour avoir la meilleure qualité 

d’ADN possible. 

• Chaque fèces a été placée 

dans un sac avec une spatule 

en bois ou une cuillère en 

plastique à usage unique  

• Stockées dans de la glace 

jusqu’à l’arrivée au 

laboratoire.  

• Environ 5 ml de chaque fèces a été 

sous-échantillonné, préservé dans de 

l’éthanol (70%), et stockés à -20°C 

pour extraction ultérieure de l’ADN.  

• Reste de l’échantillon congelé à -20°C 

pour analyses ultérieures (analyse des 

pièces dures diagnostiques). 

• Analyse des pièces diagnostiques faite 

suivant un protocole classique, mais 

avec également avec des tamis 

successifs de mailles différentes (plus 

grandes à plus petites). 

Mesure également de l’incidence 

d’exposition aux parasites. 

○ Résultats combinés avec l’analyse des 

pièces dures diagnostiques dans les 

fèces. 

• Extraction de l’ADN avec le DNA 

Stool Mini Kit (QIAGEN) 

• Metabarcoding. 

13 

Dufault et al. 

(2021) 

[Phoques gris 

(Halichoerus 

grypus)] 

• Fèces collectées sur les 

reposoirs. 

• Une fois arrivées au 

laboratoire, placées dans de la 

glace, et les étapes suivantes 

effectuées immédiatement. 

• Réalisation d’un sous-échantillon sur 

chaque fèces.  

• Sous-échantillons placés dans de 

l’éthanol à 70%, puis congelés à -20°C 

jusqu’à analyses ultérieures. 

○ Quantifier la présence de poissons 

plats dans le régime alimentaire de 

phoques gris par analyse d’ADN de 

proies dans des fèces.  

○ Enjeu autour des poissons plats qui 

pourraient être sous-représentés dans les 

analyses de traditionnelles (pièces dures 

diagnostiques).  

• Analyses d’ADN dans des individus 

proies et dans des restes de fèces de 

phoques. 

• qPCR. 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

14 

Jimbo et al. 

(2021) 

[Phoques 

veaux-marins 

(Phoca 

vitulina 
stejnegeri)] 

• "Fèces" collectées sur des 

individus capturés (à 15 cm 

du colon, à la partie anale). 

Collectées dans les 12h après 

la mort. 

• Échantillons congelés à        

-20°C pour analyses 

ultérieures.  

 

• Fèces mixées fortement. 

• 0.15-0.43g de partie molle de la fèces 

(sans pièces dures non digérées) 

prélevée pour analyses.  

○ Évaluer le régime alimentaire des 

phoques veaux-marins, et sa variabilité 

intraspécifique pour identifier si certains 

individus sont plus à l’origine d’une 

compétition avec la pêcherie au saumon. 

• Extraction de l’ADN effectuée avec le 

DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) 

• Metabarcoding de l’ADN.  

15 

Thomas et 

al. (2022) 

[Phoques 

veaux-marins 

(Phoca 

vitulina)] 

• Fèces collectées sur les 

reposoirs. 

• Chaque fèces a été 

transférée dans un bocal de 

collection à usage unique de 

500 ml, ou dans un sac 

ziplock doublé d’un filtre à 

peinture en nylon d’une 

maille de 126 µm (méthode 

de Orr et al. 2003). Transfert 

avec spatule en bois. 

• Les échantillons ont été 

préservés selon deux 

protocoles possibles (selon les 

conditions de collecte) : 

- soit par ajout de 300 ml 

d’éthanol (95%) dans le bocal 

• Échantillons décongelés (pour ceux 

congelés), et ajout d’éthanol. 

• Homogénéisation manuelle des 

échantillons dans l’éthanol avec une 

spatule en bois, à l’intérieur du filtre à 

peinture, afin de séparer la matrice 

fécale des pièces dures de proies.  

• Filtre à peinture enlevé du bocal, et 

recongelé pour analyse morphologique 

des parties dures ultérieurement. 

• La matrice fécale de chaque 

échantillon a été sous-échantillonnée 

(environ 20 mg), centrifugée, puis 

séchée pour enlever l’éthanol, avant 

d’effectuer l’extraction d’ADN. 

○ Identification du régime alimentaire 

de phoques veaux-marins par 

metabarcoding de l’ADN. 

○ Analyses ADN et également des 

pièces dures diagnostiques. 

• Extraction de l’ADN avec le DNA 

Stool Mini Kit (QIAGEN) 

• Metabarcoding de l’ADN (marqueurs, 

16S de l’ADN mitochondrial).  
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

- soit par congélation à -20°C 

dans les 6h suivant la 

collecte. 

 

16 

King et al. 

(2008) 

Revue 

scientifique 

sur les 

bonnes 

pratiques 

pour 

appliquer des 

approches de 

biologie 

moléculaire 

(ADN) dans 

des fèces 

pour évaluer 

un régime 

alimentaire. 

• Les fèces doivent être 

collectées fraiches pour éviter 

l’activité enzymatique. Les 

fèces les plus dégradées 

pourraient générer de faux-

négatifs. 

• Les fèces collectées sur le 

substrat doivent être évitées, 

et celles collectées en mer 

(Jarman et al. 2004) ou en eau 

douce pourraient être 

contaminées par des 

organismes planctoniques. 

• La préservation se fait 

essentiellement par 

congélation (e.g. Read et al. 

2006; Martin et al. 2006; 

Harwood et al. 2007). 

• D’autres études ont montré 

que la préservation par 

éthanol peut aussi être 

efficace (Kasper et al. 2004; 

• De nombreuses études ont montré 

qu’il était important d’effectuer à la fois 

une analyse visuelle des restes de proies 

(i.e. des pièces non digérées) et une 

PCR, pour mieux évaluer le régime 

alimentaire (e.g. Casper et al. 2007). Il 

est alors ici recommandé de conserver la 

majorité de la part des fèces pour les 

analyses de parties dures, et une petite 

quantité pour l’extraction de l’ADN 

(sous-échantillon(s)).  

○ Une partie de la revue porte sur la 

collecte d’échantillons de fèces. 

• De nombreux kits existent pour 

l’extraction de l’ADN (e.g. Deagle et 

Tollit 2007; Casper et al. 2007). 

• La majorité se sont focalisés sur 

l’ADN mitochondrial pour leurs 

analyses.  

• Présentation des différentes méthodes 

pour détecter (voire quantifier) l’ADN 

de proies (e.g. séquençage, 

pyroséquençage, qPCR). 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

Sheppard et al. 2004; 

Greenstone et al. 2007). 

• Certaines études ont fait les 

deux (éthanol 70% + 

congélation) (Sutherland 

2000) → efficace. D’autres 

ont dit que c’était équivalent 

(Sheppard et al. 2004). 

• Passmore et al. (2006) → 

préservation à l’éthanol 

(80%) supérieure à la 

congélation.  

17 

Monterrosso 

et al. (2019) 

Revue 

scientifique 

d’études de 

régime 

alimentaire 

de Carnivores 

terrestres, 

effectuées par 

approches 

d’ADN dans 

des fèces. 

Voir Figure 4 de la revue 

Option 1 : 

• Collecter la fèces dans un 

sac zip-lock propre (ou un 

flacon) avec un volume de 

substrat qui n’excède pas 

celui de la fèces. 

• Transférer l’échantillon 

dans un flacon avec de 

l’alcool éthylique (ETOH) 

(96%), pour un volume de 

1/5e (échantillon/ETOH) 

• Stocker (idéalement à          

-20°C) pour analyses de 

La fèces entière (option 1) ou une seule 

partie de la fèces (option 2). Les deux 

options sont présentées comme 

possibles, sans information 

complémentaire sur l’efficacité possible 

de chacune des méthodes dans 

l’amplification et la détection d’ADN de 

proies. 

○ Revue scientifique sur l’application 

d’approches d’ADN dans les fèces de 

carnivores pour évaluer leur régime 

alimentaire. 

○ Proposer un résumé des pratiques 

d’échantillonnage, des analyses 

possibles, et des enjeux. 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

biologie moléculaire 

ultérieures. 

Option 2 : 

• Prendre un échantillon de la 

partie externe de la fèces et le 

mettre dans un tube de 2 ml 

avec une solution saline de 

diméthylsulfoxyde (tampon 

DET). 

• Le reste de la fèces peut être 

conservé pour d’autres 

analyses de régime 

alimentaire (cf. pièces dures 

diagnostiques). 

• Stockage du tube de 2 ml à 

air ambiant. 

18 

Clare et al. 

(2009) 

[Chauves-

souris rousses 

(Lasiurus 

borealis)] 

 

• Echantillons de guano 

(amas d’excréments) congelés 

dans les 10h après leur 

collecte. 

 

•  Échantillons entiers 

•  Chaque échantillon trempé 12h dans 

de l’éthanol (95%). 

• Ethanol évaporé à 56°C pendant 1h 

(incubateur) avant que 45 μL de tampon 

de lyse + 5 μL de protéinase K soient 

ajoutés aux échantillons.  

• Incubation à 56°C pendant 12-18h. 

○ Évaluer le régime alimentaire par 

analyses de biologie moléculaire 

(stratégies alimentaires). 

• Extraction de l’ADN. 

• Séquençage. 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

19 

Oehm et al. 

(2011) 

[Cinq espèces 

d’oiseaux] 

• Échantillons congelés après 

la collecte (-28°C). 

• Stockés dans de l’éthanol 

(70%). 

Extraction ADN sur trois sous-

échantillons d’approximativement  

0.1 g. 

○ Tests sur l’influence des conditions de 

stockage (éthanol ➔ homogénéisés, 

aliquots de 900μL incubés toute une 

nuit à -28°C). 

○ Test des résultats pour des 

échantillons conservés suivant : Éthanol 

vs Congelés. 

• Échantillons congelés homogénéisé et 

extraits avec protocole CTAB. 

• Séquençage / PCR. 

20 

Jarman et al. 

(2013) 

[Manchots 

d’Adélie 

(Pygoscelis 

adeliae)] 

• Fèces collectées à proximité 

des colonies et préservées 

dans de l’éthanol (70-80%). 

• Échantillons préservés 

stockés à -20°C pendant le 

transport depuis l’Antarctique 

(jusqu’en Australie). 

• Pas de protocole précis détaillé. 

L’extraction est vraisemblablement faite 

sur toute la fèces. 

○ Suivi du régime alimentaire en 

analysant les restes d’ADN des restes 

alimentaires dans les fèces. 

• Extraction ADN avec un Promega 

‘Maxwell 16’ DNA extraction robot, et 

avec un kit ‘Tissue DNA Purification’. 

• Amplification par PCR. 

• Séquençage parallèle. Réalisé avec un 

séquenceur de nouvelle génération Ion 

Torrent et une plateforme de préparation 

de librairie semi-automatisée (Life 

Technology).  

21 

Mumma et 

al. (2016) 

• Fèces collectées le long de 

routes et de zones adjacentes 

à l’aide d’un chien entraîné à 

la détection de fèces. 

• Avant les analyses de laboratoire, les 

fèces ont été décongelées.  

• Environ 0.5 ml de matière fécale a 

été prélevée à de multiples endroits de 

○ Effectuer une comparaison du régime 

alimentaire évalué par deux méthodes : 

une analyse morphologique du contenu 

alimentaire dans des fèces (pièces dures 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

[Ours noirs 

(Ursus 

americanus)] 

[Coyotes 

(Canis 

latrans)] 

• Fèces placées dans un sac 

plastique. Congélation à la fin 

de chaque session de terrain. 

 

l’extérieur de chaque fèces (Stenglein 

et al. 2010). Enfin, ces sous-échantillons 

ont été placés dans des tubes de 2 ml 

contenant une solution tampon DETS 

pour prévenir de la dégradation de 

l’ADN (Frantzen et al. 1998). 

de proies) et une analyse de biologie 

moléculaire (ADN de proies). 

• Extraction de l’ADN avec le DNA 

Stool Mini Kit (QIAGEN). 

• Séquençage de l’ADN de proies (ADN 

mitochondrial). 

22 

Gosselin et 

al. (2017) 

[Coyotes 

(Canis 

latrans)] 

• Fèces collectées le long de 

transects établis pour le suivi 

des canidés. Échantillonnage 

uniquement sur la partie 

latérale (Stenglein et al. 

2010). 

 

• Différents types de sous-

échantillonnages ont été réalisés sur 

chaque fèces ; 4 localisations : aux 2 

extrémités, au milieu à l’intérieur, sur le 

côté (voir Figure 1 de l’article ;    

Figure 2 du présent rapport). Environ 

500-600 μl de matière fécale collectée 

sur ces localisations. Mis dans un tube 

avec 1.4 ml de tampon DETS (Seutin 

et al. 1991). Donc volume total 

d’environ 2 ml. Conservation dans du 

DETS, supérieure ou similaire aux 

autres techniques, chez les canidés 

(Panasci et al. 2011). 

• Un sous-échantillon supplémentaire, 

homogénéisé sur la base des 4 

localisations collectées (et mixées), a 

été collecté. Environ 125-150 μl. Ajout 

de tampon DETS jusqu’à avoir 2 ml. 

• Complément : mesure de la fèces, et 

score de fraicheur attribué (de 1 à 5). 

○ Analyse du régime alimentaire de 

carnivores terrestres dans des fèces. 

○ Comparaison des résultats par 

analyses morphologiques (e.g. parties 

dures) avec ceux par analyses de l’ADN 

de proies. 

○ Tests sur le protocole 

d’échantillonnage. 

• Extraction avec le QIAamp DNA 

Stool Mini Kit (Qiagen). 

• Séquençage. 

Quelques résultats : 

→ Échantillon homogénéisé a un plus 

haut taux de détection des proies que les 

sous-échantillons. Cependant, moins 

pratique. 

→ Meilleures solutions : jusqu’à 5 sous-

échantillons par fèces (à différentes 

localisations), combinés et analysés. OU 



 

68 

 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

Des fèces de tailles similaires ont été 

choisies. 

• Conservation à air ambiant. Puis 

extraction et analyse ADN. 

• À la suite de l’échantillonnage pour 

analyses d’ADN, le reste de la fèces a 

été utilisée pour l’analyse 

morphologique des pièces dures non 

digérées. 

2 sous-échantillons (sur côté + 

homogénéisé) → une bonne alternative. 

→ Analyses moléculaires avec un plus 

haut taux de détection de proies que les 

résultats issus d’analyses 

morphologiques, lorsque les 

échantillons de plusieurs localisations 

(5) sont combinés. Cependant, moins 

élevé si une seule localisation 

d’échantillonnage (→ inverse des 

résultats des autres études). 

➔ La détection de l’ADN de proies est 

inéquitable selon les localisations 

d’échantillonnage. Faire plusieurs 

localisations d’échantillonnages permet 

d’optimiser les résultats. Intérêt de faire 

des études pilotes sur les techniques 

d’échantillonnage. 

Suggère que l’ADN ne doit pas être 

uniformément distribué dans les fèces 

(Mumma et al. 2016). 

23 

Guillerault 

et al. (2017) 

[Poissons 

chats (Silurus 

glanis)] 

 

• Poissons chats capturés et 

manipulés manuellement pour 

extraire les fèces et les 

contenus stomacaux.  

• Fèces congelées à -20°C 

pour analyses ultérieures. 

• Sous-échantillonnage de 20 mg de 

chaque fèces pour effectuer une 

extraction de l’ADN.  

(• Contenus stomacaux analysés en 

laboratoire, pour voir les restes en os de 

poissons). 

○ Évaluation du régime alimentaire de 

poissons chats par deux méthodes : 1) 

analyses morphologiques de contenus 

stomacaux (approche conventionnelle) 

et 2) analyses du contenu de fèces par 

metabarcoding de l’ADN. 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

 → Comparaison des résultats obtenus 

• Extraction de l’ADN avec le DNeasy 

Blood and Tissue Kit (Qiagen). 

• Deux extractions négatives (contrôles) 

effectuées pour vérifier toute potentielle 

contamination. 

24 

McInnes et 

al. (2017a) 

[Albatros 

(Thalassarch

e cauta)] 

 

• Fèces collectées de jour là 

où des albatros venaient juste 

d’être observés en train de 

déféquer. 

• Petit fragment de la portion 

non-urique acide des fèces 

(partie noir) collecté en 

utilisant des pinces ou des 

pailles en plastique. 

• Les échantillons ont été 

préservés dans de l’éthanol 

(80%), et secoués pour avoir 

un mix fèces-éthanol. 

• Ils ont enfin été stockés à 5-

10°C pendant une semaine 

sur le terrain, puis à -20°C. 

• Extraction effectuée dans les 2 

semaines après la collecte.  

• Avant extraction, échantillons 

vortexés, et 30 mg de chaque 

échantillon ont été utilisés (i.e. sous-

échantillonnage). La quantité était 

homogène entre les échantillons. 

• Concentrations d’inhibiteurs de PCR 

réduites dans l’ADN en mixant les 

sous-échantillons dans 250 μl de 

solution tampon TSAR (Roche 

Diagnostics), avant extraction. 

○ Optimiser la collecte de fèces pour 

avoir une évaluation la plus juste 

possible du régime alimentaire de 

vertébrés par metabarcoding de l’ADN. 

○ Tests pour voir comment 

l’amplification de l’ADN est influencée 

(ou non) par les paramètres 

environnementaux ou physiologiques. 

→ Variations selon la fraicheur des 

fèces, le substrat de collecte, en fonction 

de si l’animal est en période de jeûne et 

le stade de développement du 

consommateur. 

• Cas d’études → albatros. 

• Extraction de l’ADN avec le Maxwell 

16 Tissue DNA Purification Kit 

(Madison). 

• Metabarcoding de l’ADN. 
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[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

25 

Jang- Liaw 

et al. (2021) 

[Loutres 

eurasiennes 

(Lutra lutra)] 

• Fèces les plus fraiches 

possibles collectées. 

• Certaines fèces peuvent 

contenir des pièces non 

digérées (poils, plumes, os 

d’oiseaux, etc.). 

• Les fèces ont été préservées 

individuellement dans de 

l’alcool (99%), et congelées à 

-80°C jusqu’à leur analyse 

ultérieure. 

• Protocole non détaillé.  ○ Évaluer le régime alimentaire de 

loutres par analyses de metabarcoding 

dans des fèces. 

• Extraction de l’ADN avec le DNeasy 

Blood & Tissue Extraction Kit 

(QIAGEN). 

26 

Massey et al. 

(2021) 

[Loups gris 

(Canis lupus 

ligoni)] 

 

 

• Fèces de loups collectées le 

long de routes. Catégorisées 

selon leur état 

(fraiches/dégradées). 

• Échantillons stockés à -

20°C. 

• Échantillons utilisés pour méthode de 

tri mécanique (analyse du contenu en 

poils, os et autres pièces dures non 

digérés). 

• Sur chacun d’entre eux, un sous-

échantillon pour analyses de biologie 

moléculaire (sous-échantillon vers le 

centre de la fèces pour minimiser 

l’ADN de loups). 

• ADN extrait sur 200-500 mg de 

chaque sous-échantillon de fèces. 

 

○ Comparaison du régime alimentaire 

évalué selon la méthode de « tri 

mécanique » (parties dures) ou par 

métabarcoding de l’ADN. Voir quelle 

méthode produit la plus grande diversité 

de proies. 

○ Voir impact de la dégradation de la 

fèces sur les résultats de metabarcoding. 

• Amplification de l’ADN (Qiagen 

DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen, 

Hilden, Allemagne)) 

• Metabarcoding. 

27 

Kim et al. 

(2022) 

• Fèces collectées sur le 

terrain. Espèce productrice 

• Fèces broyées en utilisant de billes 

d’accès inoxydables de 5 mm, ajoutés 

dans l’étape de lyse du protocole du kit 

○ Évaluer le régime alimentaire des 

grands animaux terrestres de ce secteur 

(herbivores et carnivores) par analyse de 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

[Rennes de 

Svalbaard 

(Rangifer 

tarandus 

platyrhynchu

s), Bernaches 

nonettes 

(Branta 

leucopsis), 

Renards 

arctiques 

(Vulpes 

lagopus), 

Lagopèdes 

alpins 

(Lagopus 

muta)] 

déterminée à l’œil et par 

odorat. 

• Fèces stockées à -20°C 

jusqu’aux analyses 

ultérieures. 

d’extraction. Broyage avec un broyeur à 

boulets pendant 2 min à 26 Hz.  

l’ADN contenu dans leurs fèces (de 

végétaux, ou de proies animales). 

• Extraction de l’ADN avec le 

QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit 

(Qiagen). 

• Séquençage.  

28 

Parker et al. 

(2022) 

[Coyotes 

(Canis 

latrans)] 

[Renards 

véloces 

(Vulpes 

macrotis 

arsipus)] 

• Fèces et pelotes régurgitées 

collectées in situ, de façon 

opportuniste. 

• Échantillons collectés dans 

des sacs plastiques. 

 

• Sous-échantillonnage de 1.5 cm3 sur 

chaque échantillon individuel.  

• Sous-échantillon stocké dans un tube 

de collection de 15 ml, avant une future 

extraction de l’ADN. 

• Reste de l’échantillon gardé pour 

analyse « morphologique » du contenu 

(restes de proies non digérés). 

  

○ Évaluer la présence de tortues du 

désert (Gopherus agassizii) dans les 

fèces ou pelotes de trois prédateurs 

(canidés et corvidés), par analyses de 

biologie moléculaire et par inspection 

morphologique (restes non digérés). 

→ Comparaison entre les résultats des 

deux méthodes. 

• Extraction de l’ADN avec un 

MagBind® Stool DNA kit (Omega Bio-

Tek). 
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 Article 

[Espèce(s)] 

Collecte des fèces et 

stockage (protocole) 

Méthodes de préparation de 

l’échantillon  

Principaux objectifs de l’étude (○), 

approches moléculaires utilisées (•) 

[Grands 

corbeaux 

(Corvus 

corax)] 

• Test de qPCR (PCR quantitative). 

• Séquençage haut débit. 
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Annexe 2 – Fiches techniques des cinq marqueurs moléculaires (amorces) choisis pour 

effectuer le séquençage de l’ADN de proies par metabarcoding dans les fèces de phoques 

veaux-marins et gris. Marqueur « mollusques » ci-dessous. 
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Annexe 2 (suite) Marqueur « arthropodes » ci-dessous. 
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Annexe 2 (suite) Marqueur « chondrichtyens » ci-dessous. 
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Annexe 2 (suite) Marqueur « élasmobranches » ci-dessous. 
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Annexe 2 (suite) Marqueur « téléostéens » ci-dessous. 
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