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1. CONTEXTE

1.1.  Le projet COHNECS-IT

I’UMS PatriNat, accompagnée de I'Institut National de Recherche en Sciences et Technologies pour
I'Environnement et I'Agriculture (Irstea), de I'Université Pierre et Marie Curie (UPMC), du Centre d'Etudes et
d'Expertise sur les Risques, 'Environnement, la Mobilité et I'Aménagement (Cerema) et de I'Institut National
de la Recherche Agronomique (Inra), a été sélectionnée en 2014 dans le cadre d’un appel a projet pour la
réalisation d’une revue systématique. Cet appel avait été lancé par le Club des Infrastructures Linéaires &
Biodiversité (CILB), le Ministére de 'environnement (2 travers le programme de recherche ITTECOP') et la
Fondation pour la recherche sur la biodiversité (FRB).

Le projet proposé par 'UMS PatriNat et ses partenaires, intitulé COHNECS-TIT? (COnnectivité longitudinale et
potentiel d’Habitat des dépendances vertes en fonction de leur Nature, des Espéces et du Contexte : une revue Systématique sur les
Infrastructures de Transpor?), vise a mieux comprendre le role d’habitat et/ou de cotridor pour la biodiversité des
dépendances vertes des infrastructures de transport. Débuté en 2015, il se déroule en plusieurs phases. Apres
la publication du protocole de la revue (Jeusset ez a/, 2016), une revue systématique a été publiée sur les insectes
(Villemey ef al., 2018) et une autre est en cours de préparation sur les vertébrés (Ouédraogo ef al., in prep).

1.2. La méthode des revues systématiques et son analyse critique

La revue systématique est une méthode rigoureuse et standardisée pour synthétiser de la bibliographie proposée
a I’échelle internationale par la Collaboration for Environmental Evidence’ (CEE) (pour mieux comprendre cet
outil a travers Pexpérience de COHNECS-IT, le lecteur peut consulter Sordello e7 /., 2017). La publication des
revues systématiques dans le journal « officiel » affilié a la CEE - « Environmental Evidence Journal » - constitue
une forme d’accréditation qui garantit le respect de cette méthode.

L’une des étapes que comprend dans la méthode des revues systématiques est 'analyse critique des publications
(« critical apraisal ») (CEE, 2018%). Réalisée aprés une premiére phase de tris successifs, cette analyse critique vise
a étudier les publications sur le fond car la revue systématique a vocation a n’exploiter que les publications les
plus rigoureuses sur le plan scientifique.

Pour ce faire, dans le cadre du projet COHNECS-IT, une grille d’analyse critique a été produite. Celle-ci est le
fruit d’une réflexion menée par ’équipe projet MNHN (UMS, CESCO)/Irstea. Une dizaine d’écologues
(MNHN, Cerema, Universitaires, FRB, ¢#.) ont aussi été associés a cette réflexion. Une journée de travail a été
organisée avec eux en juin 2015 pour réfléchir collectivement a ce que pourrait étre le « protocole idéal »
permettant de répondre a la/les question(s) posée(s) par la revue systématique COHNECS-IT.

1.3. L'objectif de ce rapport

En capitalisant sur expérience de COHNECS-IT, l'objectif de ce rapport est de dresser une synthése des
points fondamentaux qui procurent de la robustesse aux protocoles expérimentaux en écologie. A
notre connaissance il n’existe pas de document de ce type en francais, accessible facilement aussi bien pour les
chercheurs que pour les acteurs opérationnels (gestionnaires, aménageurs, ...) souhaitant par exemple engager
des appels a projet.

111 s’agit d’'un programme de recherche incitatif porté par le Ministere de I'environnement, en coordination avec ’Agence de
I’Environnement et de la Maitrise de 'Energie (ADEME) pour confronter les enjeux techniques des infrastructures de transport et
leurs emprises en incluant les dimensions paysageres et écosystémiques

2 http://cohnecsit.mnhn.fr/

3 https://www.environmentalevidence.org

4 Voir la Section 8 « Critical apraisal of study validity » : http://www.environmentalevidence.org/guidelines/section-8
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2. DE L'INVENTAIRE DE TERRAIN A
L’ECOLOGIE EXPERIMENTALE

2.1. Inventaires naturalistes, suivis et surveillances, études
scientifiques
Il existe plusieurs types d’études de terrain en écologie (Bouget & Nagelesein, 2009) et notamment
(cf. Figure 3) :
- les inventaires naturalistes,
- les suivis ou surveillances,

- les études de recherche.

D’apres Ichter ef al. (2014) et le projet CAMPanule
(2017), un inventaire naturaliste est le recensement le
plus exhaustif possible d’un ensemble de données
d’occurrence de taxons ou d’habitats, avec une

Référencer les méthodes d’¢tude de 1la
biodiversité : le projet CAMPanule

délimitation géographique précise et une durée
limitée. L’objectif peut étre de définir les lieux de
présence d’un taxon (inventaire de distribution) ou de
lister les espéces observables dans le périmeétre
(inventaire de site).

Au sens large, un suivi désigne la répétition de
mesures dans le temps afin de permettre la
comparaison des parametres observés. Lorsque les
mesures sont effectuées sans hypothese de base a
vérifier, on parle de surveillance, ou de veille
écologique, qui permet de détecter des changements
ou des tendances d’évolution sans information sur les

Le projet CAMPanule (catalogue des méthodes et
protocoles) a pour objectif de constituer un
référentiel des techniques, méthodes et protocoles
d’acquisition de données de biodiversité en France.
Constitué¢ d’une base de données informatique qui
recense et caractérise les dispositifs, le catalogue est
congu et complété avec l'appui de nombreux
partenaires. Cette liste de référence pourra ainsi étre
mobilisée lors de la saisie des données naturalistes,
mais également en amont, lors du choix de la
méthodologie, ainsi qu’en aval afin de compléter
P'analyse et la valorisation des données.

Pour plus d’informations :

processus sous-jacents ou les causes. Dans certains | http://campanule.mnhn.fr
cas, des suivis scientifiques élaborés peuvent
permettre de tester une ou plusieurs hypotheses et d’établir des corrélations entre les variables observées. Dans
le langage courant, le terme de «suivi» est souvent utilisé indifféremment pour désigner ces deux types

d’approches (« surveillance simple » et « suivi scientifique élaboré »).

Les modalités de collecte peuvent étre encadrées par un protocole (inventaire/suivi protocolé) ou non
(contact opportuniste par exemple). Un protocole est défini comme le plan d’étude détaillé expliquant
comment les données doivent étre collectées afin de répondre a la question posée. Le protocole détermine les
régles d’échantillonnage, les techniques de collecte a mettre en ceuvre et les régles complémentaires
d’application : période de mise en ceuvre, effort, etc. (d’apres Ichter ef al. (2014) et le projet CAMPanule).

L’existence d’un protocole permet la reproductibilité spatiale et/ou temporelle de I’étude, éventuellement par
d’autres opérateurs, ainsi qu'une meilleure compréhension des modalités de collecte en vue de I'analyse des
données. C’est une facon de limiter Pincertitude reliée a différents facteurs, notamment 2 la variabilité naturelle
spatiale et/ou temporelle des communautés ainsi que le biais inter-opérateurs inhérent au facteur humain.

Les inventaires et les suivis en écologie se sont considérablement développés, professionnalisés et perfectionnés
au cours des derniéres années, notamment sous I'impulsion du Systéme d’Information sur la Nature et les
Paysages (SINP) et des Observatoires Régionaux de Biodiversité (ORB), ainsi que dans le cadre de la mise en
ceuvre de la directive cadre sur ’eau, qui impose la mise en place d’un réseau de surveillance aux différents Etats
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Membres. Ces démarches sont essentielles pour avoir une connaissance précise et sur le long terme de ’état de
la biodiversité. Néanmoins, les inventaires comme les suivis conservent une approche descriptive et
observationnelle. En effet, si grace aux suivis, des évolutions et des changements peuvent étre détectés (ex :
évolution des effectifs d’une population), il n’est pas possible d’en comprendre les processus sous-jacents et
encore moins les causes, sauf dans certains cas particuliers de suivis scientifiques élaborés.

Or, dans le contexte actuel d’une érosion massive de biodiversité, sil’'on espere pouvoir agir, et agir de manicre
efficace, il est indispensable d’identifier les facteurs qui engendrent les variations observées de la biodiversité
pour prédire son évolution suite aux changements environnementaux naturels ou anthropiques. Par exemple,
il est nécessaire de pouvoir vérifier la pertinence de telle pratique de gestion d’un espace naturel ou semi-naturel
(ex : effets de la fauche sur les papillons) ou de mesurer 'impact de telle activité humaine ou d’'un mode
dartificialisation (ex: effet de I’éolien sur les oiseaux, effet de I'urbanisation sur la flore). Pour cela, le
développement d’études particulieres plus ciblées est incontournable : c’est objet des études de recherche et
en particulier de la recherche appliquée (dite « opérationnelle »).

Cette compréhension des processus est essentielle pour les gestionnaires d’espaces naturels et les décideurs.
Aujourd’hui, les aménageurs eux-mémes aspirent a mieux évaluer 'impact de leurs pratiques et de leurs activités
dans Toptique d’en réduire les effets néfastes. De nombreuses problématiques restent cependant encore
inexplorées ou lacunaires dans le domaine de la biodiversité (ex : impacts de la pollution sonore ou olfactive).
I est donc primordial de développer des études de recherche pour accroitre cette connaissance scientifique.
Or, ce genre d’études nécessite la mise en place de protocoles congus spécifiquement pour répondre aux
questions posées. Ce rapport a vocation a synthétiser les éléments les plus importants pour construire
de tels protocoles, dits « protocoles expérimentaux », dans le cadre de ce type de besoin.

2.2.  Expérience et protocole expérimental

2.2.1. Etudes descriptives et études expérimentales

Au sein des é¢tudes de recherche, on peut distinguer (cf. Figure 1 et Tableau 1) :

- les études descriptives (ou « observationnelles »). Elles n’effectuent aucune expérimentation.
L’observateur va procéder a des mesures d’un parametre qu’il souhaite étudier, dans des contextes différents,
mais sans maitriser lui-méme ce parametre. Ces études, qui sont encore largement réalisées, peuvent en général
mettre en évidence uniquement des corrélations car, souvent, le facteur étudié ne peut pas étre isolé d’autres
variables potentiellement influentes sur la population considérée (Underwood, 1991).

- les études expérimentales (encore appelées « démonstratives » ou encore « manipulatoires »)
qui se traduisent par une expérience, comme le nom l'indique. Ces études cherchent a définir des liens de
causes a effets. En écologie appliquée, 'objectif de cette approche est généralement de comprendre Peffet
d’une perturbation (anthropique ou non) sur la biodiversité. Elles sont largement répandues dans le champ de
la recherche fondamentale, chaque fois que 'on cherche a mettre en évidence des processus écologigues.

Une étude expérimentale est souvent plus lourde (en temps et en moyens) et plus complexe a mener qu’une
étude observationnelle. En revanche, son résultat est beaucoup plus puissant car elle peut mettre en évidence
une causalité (plus ou moins statistiquement significative).

Gosselin ez al. (2018) distinguent plusieurs sources de connaissances parmi lesquelles se trouvent :

- la connaissance « non-scientifique » (issue des croyances, conviction, représentations, ...),

- la connaissance empirique (issue du savoir expérientiel),

- la connaissance basée sur les démonstrations et preuves (« evidence-based knowledge ») — alimentée notamment
par les études expérimentales et aussi par certaines études descriptives.

Entre les études descriptives et les études manipulatoires on peut en effet trouver aussi des études de niveau
intermédiaire : elles ne sont pas manipulatoires dans le sens ou il n’y a pas modification du milieu par les
observateurs mais leur plan d’échantillonnage a été construit pour étudier un facteur en particulier. Ces études
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peuvent constituer une alternative intéressante lorsque I'approche manipulatoire n’est pas envisageable pour
diverses raisons (pragmatiques, éthiques, ez.).

Possibilité Description Avantages Inconvénients
Poser des pieges
photographiques en suivant | - Utilisation des éclairages
un gradient de pollution existants Nombreux facteurs
. lumineuse pré-existant et confondants et biais liés a
Observatoire . s . R .
étudier les différences - Mise en ceuvre assez I'urbanisation au sens large
d’occupation de I'espace facile (choix des sites, (dérangement, bruit, ...)
des mammiferes selon systemes déja installés)
I’éclairage de chaque site
Installer des éclairages en - Maitrise des facteurs
sites « obscures » et confondants et des biais . ,
o Difficulté pour trouver des
comparer les (urbanisation, cycles . .
. . , . . . sites optimaux et pour
Manipulatoire | fréquentations par les saisonniers, ...) . .
e . mettre en place le dispositif
mammiféres sur ces sites £ 1
. . , . (éclairages)
avec des sites similaires - Etude d’une perturbation
mais non éclairés précise (éclairage)

Tableau 1: Etude observatoire versus étude manipulatoire.
Deux types d’étude possibles - descriptives (observatoires) et expérimentales (manipulatoires) - envisagées ici pour
mesurer Peffet de la lumiére artificielle sur des mammiferes.
Source : Douglazet, 2016

Inventaires Suivi / Etude de
naturalistes Surveillance recherche
Etat d’'une population, Evolution de Iétat d'une Compréhension d’'un PROCESSUS (effet
d’une ou de plusieurs population, d'une ou de d’une gestion, effet d’'une infrastructure, ...)
especes plusieurs espéces
=>DIS => TENDANCES / 1
Etude descriptive
Etude descriptive avec protocole Etude expérimentale
(observationnelle) d’échantillonnage {(manipulatoire)
travaillé
Met en évidence, au Alternative pertinente Cherche a mettre en
mieux, de corrélations dans certains cas évidence une causalité

Figure 1: Récapitulatif des différents types d’études de terrain.
Source : UMS PatriNat, 2019
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2.2.2. Qu’est-ce qu’un protocole expérimental ?

Comme expliqué précédemment, une étude expérimentale se réalise dans 'objectif de répondre a une
q > J

question précise. Son objectif est d’établir une ou des relation(s) de causalité entre les variations d’un ou

plusieurs facteur(s) et ses effets sur un ou plusieurs parametre(s) biologique(s) ou écologique(s).

Pour cela, expérimentation comporte cinq grandes étapes (Underwood, 2009 ; Hurlbert, 1984) : la
formulation de ’hypotheése, le protocole expérimental, 'exécution de 'expérience, les analyses statistiques puis
I'interprétation (cf. Figure 2).

La formulation de ’hypothése est donc la premiere étape déterminante. Il s’agit d>une affirmation (par exemple
dans le cas de COHNECS-IT : les dépendances de voies ferrées constituent des corridors pour les vertébrés),
énoncée en réponse a la question posée, et que l'on cherche justement a confirmer ou infirmer par une
expérience.

Le protocole expérimental correspond a la procédure envisagée pour réaliser cette expérience devant
tester la validité de Phypothése. Fisher (1971) le définit comme la « structure logique de Pexpérience ». C’est
le plan détaillé et complet expliquant comment 'expérience se déroulera (Hurlbert, 1984). 11 développe aussi
bien l'organisation temporelle et spatiale de I'expérience que les différentes taches a mener et le matériel
nécessaire.

7 ? s . L'hypothése est formulée en réponse a la
® Question et hyp°these question posée. L'expérience visera a

'infirmer ou la confirmer.

Le protocole expérimental est défini. C'est
le plan détaillé comprenant toutes les
étapes et les modalités de |'expérience.

Protocole expérimental

L'expérience est réalisée en suivant préci-

Exécution . 7
sément le protocole expérimental.

Les analyses statistiques sont réalisées a

Statistiques partir des données récoltées.

Les auteurs interpétent les résultats obte-
nus et concluent sur la validité de
- I'hypothése testée.

- Interprétation

Figure 2 : Les cinq grandes étapes d’une expérimentation
Source : UMS PatriNat, 2019
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Un protocole expérimental doit garantir la transparence et la réplicabilité de 'expérience. Il est donc aussi
indispensable aux auteurs de lexpérience quaux pairs souhaitant comprendre, évaluer ou reproduire
Pexpérience (Parker ef al., 2016b).

Toutes les informations relatives au protocole expérimental doivent étre décrites en détails dans la partie
« matériel et méthode » de la publication (article, rapport, ...) associée a 'expérience. Or, I’état de la littérature
montre justement que de nombreuses publications présentent des méthodes insuffisamment détaillées (Parker
et al., 2016a ; Hulard, 2019). Cela compromet leur réplicabilité, leur usage dans les macro-études (méta-analyses,
revues systématiques) et plus largement la possibilité de comprendre comment le résultat a été obtenu par les
auteurs. Parfois, le manque d’information touche a des aspects de I’étude aussi essentiels que la taille de
Péchantillon (« sample size ») (Haddaway & Verhoeven 2015).

2.3. Les deux grands types de phénomenes étudiés en écologie :
I'intervention et I'exposition

En écologie, les phénomeénes généralement étudiés peuvent faire référence a une intervention ou a une
exposition (cf. Tableau 2).

Dans le cas d’une intervention : L’expérience cherche alors a comprendre leffet de cette intervention (sur la
biodiversité). Par exemple : quel est effet d’une fauche biannuelle sur la richesse spécifique de lépidopteres
d’une dépendance de route ?

Dans le cas d’une exposition : L’expérience cherche alors a comprendre I'effet sur la biodiversité d’étre
exposée a telle ou telle situation/structure/substance/ ... Par exemple : quelle conséquence pour la biodiversité
d’étre exposée a une route ?

Exposition Intervention

Une action (mesure de gestion ou de
restauration, construction, activité humaine,

Une infrastructure, une situation, une R e
’ ’ ...), délimitée dans le temps (possibilité de

pollution, ... a laquelle on expose une

Principe . . s définir un avant/apres intervention) dont
population (fout ou partie de la biodiversité par X )
) L on cherche a mesurer Ieffet sur une
exceniple pour des études en écologie) . . e
population (fout ou partie de la biodiversité par
exceniple pour des études en écologie)
Quel est leffet de la dépoldérisation sur les
L’exposition a une infrastructure de communautés d’oiseaux ?
transport impacte-t-elle 'abondance en
insectes sur la dépendance ? Sous quelles conditions la translocation
manuelle d’especes est-elle efficace ?
Exemples Le bruit anthropique impacte-t-il la
biodiversité ? Quel est Peffet des pratiques de gestion
forestiere (I’éclaircie, coupe partielle et
La perméabilité du paysage augmente-t- élimination d’arbres dominés) sur
elle la richesse spécifique ? I'abondance et la diversité de plantes

vasculaires ?

Tableau 2 : Exposition versus intervention — définition et quelques exemples
La nuance peut étre subtile entre ces deux catégories de perturbations et il faut prendre le temps de bien préciser

la perturbation que I'on souhaite étudier (par exemple si on s’intéresse a 'effet des routes, vise-t-on I'effet de la
construction d’une route (intervention) ou l'effet d’une route existante (exposition) ?). Parfois, un méme
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phénomene pourra étre vu comme une intervention sur la biodiversité ou comme un phénomene auquel la
biodiversité est exposée. Par exemple, concernant I’éclairage nocturne, il serait possible d’étudier :

- Peffet de la lumiére artificielle sur la biodiversité (quelle différence pour la biodiversité avec la situation
de référence qui est la nuit naturelle sans éclairage artificiel nocturne ?) ; ce qui amenera ici a s’intéresser a une
exposition (a la lumiere),

- Pefficacité de telle ou telle pratique de gestion de I’éclairage (ex : quel effet de la pratique d’extinction
en cceur de nuit par rapport aux zones ou Iéclairage est maintenu toute la nuit ?) ; ce qui ameénera ici a
s’'intéresser a une intervention (extinction ou non de I’éclairage). On peut également s’intéresser aussi bien a la
durée d’éclairage, a la quantité de lumiere, a la composition de la lumicere... ; il faut donc étre le plus précis
possible sur I'intervention qui est visée (changement des horaires, abaissement des puissances, modification des
spectres lumineux).

Dans le cas d’une intervention, trois états possibles du site d’étude ou l'intervention est menée peuvent étre
distingués : avant, pendant et aprés action menée (Smith, 2002 ; Underwood, 1991) (cf. Tableau 3).

Au final, le fait de disposer d’un état initial et post-traitement permet une comparaison temporelle (avant et
apres) par rapport au moment de l'intervention. Un autre type de comparaison existe, la comparaison spatiale
(site traité/site témoin) ainsi qu’une combinaison des deux types de comparaisons (avant/aprés + témoin).
Dans le cas d’une exposition, la comparaison temporelle avant/apres exposition peut parfois s’envisager mais
la comparaison recherchée - pour étre rigoureux - devra surtout étre spatiale, c’est-a-dire entre sites exposés et
sites non exposés.

Exemple 1 - Exemple 2
I o Effets de la P Exemple 3 - Effet
Etat considéré Description . Effets de la
construction , e de la fauche
, dépoldérisation
d’une route
C ) Site avant la
Etat initial Etat du site avant : , . .
e . construction d’une Site avec polder Site avant fauche
(Before) intervention
route
Frat du site Site pendant le
L, u . . . .
Etat perturbé chantier de Site pendant retrait Site pendant la
. pendant : ,
(During) ) . construction d’une du polder fauche
I'intervention
route
Etat post- . . Site apres la ) R
pos Etat du site apres presa Site apres . .
.. . , cE
perturbation construction d’'une Site apres la fauche
lintervention dépoldérisation
(After) route
Tableau 3 : Les différents états d’un site d’étude
Remarques :

- les phases avant et apres peuvent durer plus ou moins longtemps et étre placées a des distances
temporelles variables de I'intervention (ex : un « éat post-perturbation » peut se situer 1 an apres, 5 ans apres ou
10 ans apres, avec des résultats possiblement différents a chaque fois),

- la phase « état perturbé » correspondant a I’état du site pendant intervention, n’est pas pertinente
dans tous les cas. Par exemple, dans le cas d’une fauche, cette intervention étant rapide, il est difficile d’isoler
réellement une étape « pendant lintervention » et de la localiser (sur la partie déja fauchée, sur la partie non-
fauchée, a 1 metre du tracteur ?).

UMS PatriNat, Cesco, Irstea. Les protocoles expérimentaux en écologie — Principaux points clefs. Octobre 2019. Page 11/32.



Enfin, il faut noter que toute intervention n’est pas une expérience. En effet, pour qu’une intervention soit
une expérience elle nécessite d’étre parfaitement controlée et donc idéalement réalisée par les observateurs eux-
mémes. Dans le cas contraire cela revient logiquement a une étude descriptive.

Néanmoins, comme décrit précédemment, des études de niveau intermédiaire peuvent étre faites pour étudier
une intervention sans qu’elles soient nécessairement manipulatoires, si le protocole d’échantillonnage est bien
réfléchi. Etudier une intervention n’implique donc pas forcement une étude expérimentale.

Par exemple, si lobjectif est de mesurer I'effet de I’éclairage nocturne sur des chauves-souris, 'expérience idéale
est celle ou lobservateur maitrise lui-méme ’éclairage des sites d’études ; néanmoins, si le choix des sites
d’études est bien pensé en fonction des modalités de gestion de leur éclairage, I’étude est envisageable sans que
I'observateur n’intervienne lui-méme sur I’éclairage.

Au final, il existe un continuum de méthodes plutét qu’une dichotomie franche entre les études
descriptives et les études manipulatoires et la portée des conclusions tirées d’une expérimentation dépendra
de I'ensemble de ces criteres de méthode.

2.4. Les premieres étapes avant le montage du protocole
expérimental

2.4.1. Bien poser la question de recherche : I'outil PECO / PICO
C’est une étape fondamentale car c’est de cette question dont la suite découle. Comme expliqué précédemment,
un protocole est toujours construit pour répondre a une question.

La premicre étape est donc de bien identifier, préciser et formuler clairement cette question. Pour aider a
cela, on peut utiliser la méthode du PICO/PECO selon que I'on étudie une intervention ou une exposition. Il
s’agit de découper la question en différents items récapitulés ci-dessous (cf. Tableau 4).

Lettre Définition...

...pour une intervention

...pour une exposition

% :

Population

Population sur laquelle on
mesure Peffet direct ou
indirect de 'intervention

Population sur laquelle on
mesure Peffet de
I'exposition

Intervention pratiquée

1/E Intervention ou ayant potentiellement un Ce a quoi la population est
Exposition effet direct ou indirect sur exposée
la population
Avec quoi compare-t-on Avec quoi compare-t-on
Comparator , 9 \, pare-t , q , pare’
C effet de I'intervention effet de Pexposition
(Comparateur) . . L R
(témoin de controdle) ? (témoin de controdle) ?
Ce que 'on mesure etce a | Ce que 'on mesure et ce a
@) Outcomes (Mesures) | quoi on s’attend a la suite quoi on s’attend a la suite
de I'intervention de I'exposition

Tableau 4 : Explicitation du PICO/PECO pour une intervention et une exposition.
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La question initiale peut venir des chercheurs eux-mémes ou de commanditaires (ex : gestionnaires, décideurs).
Dans ce deuxiéme cas, il est fréquent que la question initiale doive étre transposée en une question de recherche
et il est d’autant plus important de faire ce travail avec les commanditaires pour étre certain qu’il n’y a pas
d’ambiguité sur la question retenue.

I est habituel aussi que la premiere question formulée soit trop vaste et comprenne en fait plusieurs sous-
questions emboitées dans la question « générale » (ex : « quel est 'impact du changement climatique sur les
papillons ? » est une question trés vaste qui implique de trés nombreuses expériences). C’est un écueil fréquent
des études en conservation de la nature (Baylis e# @/, 2015). 11 doit en réalité y avoir autant d’expériences - et
donc de protocoles - que de sous-questions. Il est donc nécessaire, la encore, d’affiner au maximum la question
avant de passer a I’étape du montage du protocole pour éviter de tester en méme temps trop d’hypothéses et
aboutir au final a des résultats trop souvent inexploitables.

2.4.2. Identifier la variable d’intérét et les facteurs confondants

I est essentiel dans une expérience de maintenir constants tous les facteurs autres que celui dont on
cherche a mesurer 'influence sur la population étudiée, que I’on appelle la « variable d’intérét ». Les
autres paramectres doivent parfois non seulement étre constants mais aussi « satisfaits ». Par exemple, si je
souhaite étudier de manicere controlée I'effet de la quantité d’eau apportée sur la croissance de la végétation mais
que sur mon site d’étude le niveau de fertilité du sol est constant mais nul (non « satisfait »), de fait, aucune
croissance végétative n’aura lieu quelle que soit la quantité d’eau, donc I'expérience est ici compromise.

Dans la réalité, il n’est néanmoins pas toujours possible de maintenir constants et satisfaits tous les parametres.
On appelle alors « facteurs confondants » ou « facteurs de confusions » les éléments « parasites » qui agissent
sur la population étudiée et qui sont donc susceptibles de faire varier le résultat de 'étude (Bouget & Nageleisen,
2009). Par exemple, si une expérience vise a étudier 'effet de ’éclairage nocturne sur des chauves-souris et que
I’étude est menée en ville, de nombreux parametres interfereront avec I’éclairage artificiel car la ville comprend
du bruit, des sols imperméabilisés, une structure de végétation particulicre.

Le probleme apparait si ces facteurs varient avec le facteur d’intérét (par exemple ici si le bruit et
I'imperméabilisation des sols sont statistiquement plus forts en zones éclairées que non éclairées). Il sera alors
tres difficile d’attribuer avec certitude les résultats de ’étude précisément a I’éclairage nocturne méme si les
obsetrvateurs controlent 'allumage/extinction de Iéclairage (étude expérimentale).

I est donc primordial deés le départ de bien identifier les facteurs susceptibles de faire varier le résultat. Le
protocole expérimental, et en particulier ’échantillonnage, auront ensuite pour but de sélectionner des sites qui
ne contiennent aucune forme de perturbation ou de carence de manicre a pouvoir faire varier par manipulation
le parametre a étudier (ex : ajout ou non de lumiére artificielle).

En écologie, la suppression des facteurs confondants pour isoler totalement la variable d’intérét est une vraie
difficulté (Baylis ez a/., 2015). Les études 7n-situ se confrontent nécessairement a la présence de facteurs parasites
qui agissent parfois a distance (ex : pollutions).

S’ils ne peuvent étre maitrisés, 'important est avant tout de connaitre ces facteurs confondants et de les
mesurer au cours de P’expérimentation pour pouvoir les intégrer a I’analyse. A l'aide d’analyses
statistiques multicriteres il est en effet possible de connaitre I'influence de chaque facteur (et donc du facteur
d’intérét) tout en prenant en compte effet des autres facteurs.

Toutefois, plus le nombre de facteurs confondants augmente, plus la variabilité que I'on cherche a étudier
s’avere statistiquement difficile a2 mettre en évidence, d’autant plus que le nombre d’observations est faible.
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3. LES PRINCIPAUX POINTS CLEFS D'UN
PROTOCOLE EXPERIMENTAL EN ECOLOGIE

3.1. Le plan d’échantillonnage

Une expérience peut étre menée z-sitn (sur le terrain) ou ex-sizu (laboratoire). Ici, nous nous intéresserons
uniquement aux expériences zz-sit# qui sont les plus fréquentes en écologie.

Les expériences zn-situ impliquent de choisit un - ou généralement plusieurs sites - pour mener
Pexpérimentation. Le choix du/des sites d’expérimentation correspond au plan d’échantillonnage. Ce dernier
a ainsi une influence directe sur les résultats qui seront obtenus.

Le terme « d’échantillonnage » est employé parce que, dans la grande majorité des cas, Pexpérimentation ne
peut pas (pour des raisons pragmatiques évidentes) étre menée sur 'ensemble de la population étudiée (par
exemple si on étudie les effets d’une perturbation sur telle espéce on ne peut mener cette expérience sur tous
les endroits ou cette espece est présente). Il est donc nécessaire de prendre un échantillon de cet ensemble. Le
ou les terrains choisis pour 'expérimentation constitueront ainsi un échantillon de tous les terrains possibles
sur lesquels expérience aurait pu étre menée (si les moyens 'avaient permis, idéalement). Tout 'enjeu est alors
que cet échantillon soit représentatif du tout (Bouget & Nageleisen, 2009), pour permettre ensuite une
généralisation des résultats obtenus.

Par ailleurs un site d’étude constituant le terrain sur lequel Pexpérience est menée, ce terrain doit étre propice a
I'expérience. D’une part, il ne doit comporter aucun facteur confondant, dans I'idéal, comme expliqué
précédemment.

3.1.1. Le choix des sites d’études

Pour choisir des sites d’expérimentation, il existe plusieurs méthodes d’échantillonnage permettant d’assurer
une plus ou moins grande représentativité de 'ensemble par I’échantillon que représentent les sites d’études
(Bouget & Nageleisen, 2009). Ce rapport présente trois méthodes en particulier :

- méthode aléatoire ou semi-aléatoire,
- méthode systématique,

- méthode dirigée.
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3.1.1.1. Méthode aléatoire ou semi-aléatoire

Dans une méthode aléatoire, les sites sont sélectionnés totalement au hasard. Dans une méthode semi-
aléatoire, la sélection comporte toujours une part aléatoire mais celle-ci se fait a 'intérieur d>un ensemble de
possibles choisis préalablement et elle est donc orientée. Une pré-sélection de sites optimaux est effectuée par
les observateurs, par exemple sur la base de criteres paysagers ou naturalistes (photographies aériennes, pré-
visites de terrain, données existantes...). Puis, via un tirage au sort, le nombre de sites nécessaires a I’étude sont
choisis parmi ce pool de sites éligibles. Cette méthode est souvent utilisée en écologie car elle permet
d’introduire une dimension aléatoire tout en s’assurant d’avoir des sites pertinents (ex : sélectionner les zones
urbanisées lorsqu’on veut étudier la biodiversité en ville) pour la manipulation envisagée.

&) Saxi:Bourdor) N

A T T Saxi:Bourdon| P 7 % o~ ST VY
Figure 3 : Echantillonnages aléatoire (a gauche) et semi-aléatoire (a droite).
Sélection aléatoire totale a gauche. A droite, la sélection est semi-aléatoire : les sites ont été tirés au sort parmi un
ensemble de sites pré-définis.

Source : UMS PatriNat, 2019

3.1.1.2. Méthode systématique

On retrouve cette méthode dans le Réseau de suivi de la qualité des sols (RMQS). Elle peut étre mise en ceuvre
notamment a 'aide d’une grille appliquée a la zone d’étude. La sélection peut alors s’effectuer en choisissant
par exemple une intersection sur deux, ou sur trois, .... Les sites peuvent aussi étre tirées au sort sur
intersection de la grille, auquel cas la sélection est donc dite « semi-systématique ».

A noter qu’en écologie, dans les faits, la méthode systématique peut s’apparenter a une méthode aléatoire si les
caractéristiques des sites varient de facon aléatoire au sein de la zone d’étude et que la grille est appliquée sans
« postulat » sur cette zone d’étude.

. ‘ N LT ST
e systématique et semi-systématique.
A gauche, les sites sont choisis toutes les deux intersections de grille (systématique). A droite, les sites sont choisis
aléatoirement sur des intersections de la grille (semi-systématique).
Source : UMS PatriNat, 2019
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Fgre 4 : Echantillonn
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3.1.1.3. Méthode dirigée

Dans la méthode dirigée, les sites sont choisis spécifiquement par les auteurs de I'étude sans aucune dimension
de hasard. Les sites sont sélectionnés par les observateurs pour leurs caractéristiques identifiées d’avance (ex :
des sites le long d’un gradient d’intensité des pratiques agricoles, toutes les autres sources de variations étant
autant controlées que possible). De premier abord, la méthode dirigée parait la moins robuste puisqu’elle est
trés orientée par les auteurs. Néanmoins, il peut y avoir des échantillonnages dirigés pour retrouver les sites
utilisés dans une méthode précédente ou sujets a des mesures effectuées pour d’autres expérimentations et la
méthode dirigée peut donc étre la plus appropriée dans certains cas.
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Flgure 5: Echantﬂlonnage dmge.
Les sites sont choisis spécifiquement par les observateurs, par exemple parce qu’ils sont connus pour héberger espece

recherchée.
Source : UMS PatriNat, 2019

3.1.2. Le macro-plan d’échantillonnage
3.1.2.1. Pré-identification de sites potentiels

Selon I'expérimentation envisagée il est nécessaire de distinguer d’abord un ensemble de sites potentiels pouvant
devenir éventuellement des sites d’études. Les sites d’études sont choisis ensuite, parmi les sites potentiels, avec
une méthode aléatoire, systématique ou dirigée.

Par exemple, si la question a laquelle Pexpérimentation doit répondre concerne les bords de routes, il est
indispensable que les sites d’études soient des bords de routes. Les sites potentiels, c’est-a-dire candidats pour
étre des sites d’études sont donc 'ensemble des bords de routes et non pas 'ensemble de la zone géographique
considérée initialement. Puis, parmi cette aire d’étude (les bords de routes), les sites d’études peuvent étre choisis

par:

- méthode aléatoire : les troncons de routes sont tirés au hasard sur les bords de route,

- méthode semi-aléatoire : les bords de routes en forét sont exclus et les troncons de routes sont donc
piochés aléatoirement parmi les bords de routes en dehors des foréts,

- méthode systématique : les trongons de routes sont sélectionnés a équidistance sur les bords de routes
(ex : tous les kilometres),

- méthode dirigée : seuls les sites d’études situés a des intersections de routes sont sélectionnés.
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3.1.2.2. L'approche par stratification

Dans la méme idée, il est possible voire indispensable d’effectuer un échantillonnage dit « stratifié ». Avec cette
approche, des sites sont choisis au sein de différents sous-ensembles. Les catégories de sites peuvent étre
identifiées préalablement sur le terrain (ou par photographies aériennes, images satellites...). La sélection des
sites a l'intérieur de chaque catégorie peut se faire ensuite par 'une des trois méthodes présentées ci-dessus :
aléatoire totale/semi-aléatoire, systématique ou dirigée. La stratification revient ainsi, en quelque sotte, a un
«macro plan d’échantillonnage ».
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Figure 6 : Exemple d’une approche par sttatlﬁcanon
Les trongons de routes (sites d’études) sont choisis selon des méthodes d’échantillonnage différentes en fonction du

milieu traversé par les routes.
Source : UMS PatriNat, 2019

3.2. Lessites témoins (controles)

Le site « témoin » (ou « controle ») est un site sur lequel il n’y a ni exposition ni intervention c’est-a-dire ou la
perturbation appliquée/existante sur le site traité est absente. Idéalement, tous les autres paramétres doivent
étre identiques entre le site traité et le site témoin, autant que cela est possible dans le milieu naturel (Smith ez
al., 1993 ; Underwood, 1991). Le site témoin doit également étre suffisamment éloigné du site traité pour ne
pas étre perturbé par ce dernier. Dans le méme temps, il doit étre suffisamment proche pour étre considéré
sous l'influence des mémes facteurs naturels (comme les conditions climatiques par exemple) (Stewart-Oaten
et al., 1980).

Ce site témoin peut étre considéré comme un état de référence auquel les effets mesurés sur le site traité seront
comparés. Il s’agit donc d’un comparateur spatial, contrairement au comparateur temporel évoqué
précédemment (avant/aprés intervention). Si la biodiversité entre le site traité et le site témoin est
significativement différente, alors il pourra en étre déduit que c’est le phénomene étudi¢ (intervention,
exposition) qui est responsable de cette différence. Par exemple si une expérience vise a vérifier 'hypothése
selon laquelle I'usage de pesticides sur une dépendance routiere fait diminuer la richesse spécifique en
lépidopteres, cette expérience devra comporter :

- des dépendances routicres sur lesquelles les pesticides sont appliqués,

- des dépendances routicres servant de controle c’est-a-dire sans usage de pesticides, tous les autres
parametres étant identiques (autant que faire se peut) entre les sites traités et les sites témoins.

Ainsi, si les résultats montrent que la richesse spécifique en Iépidopteres de la dépendance traitée est plus faible
que celle de la dépendance témoin alors il est possible de conclure que I'usage de pesticides cause effectivement
une diminution de la richesse spécifique en lépidopteres.
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Comme pour les sites traités (cf. paragraphe suivant sur la réplication), il est fortement recommandé de disposer
de plusieurs sites témoins (Underwood, 1994 ; Underwood, 1991). La facon de choisir les sites traités et les
sites témoins (appariement ou non) est abordée plus loin dans le rapport, en relation avec le protocole dit
« BACI » (Before - Atfter - Control - Intervention).

3.3. Laréplication spatiale de I'expérience

Pour rendre possible la généralisation des résultats obtenus, il est indispensable de répliquer I'expérience et
donc de choisir plusieurs sites d’études différents. Un site donné peut en effet présenter des conditions
particulieres qui influencent les résultats et qui ne se retrouvent pas ailleurs, d’ou l'intérét de multiplier les
sites pour limiter 'influence de ces facteurs confondants.

II est tout a fait possible qu’un site témoin et qu’un site traité évoluent dans des directions opposées, par le
simple fait du hasard ou pour d’autres raisons indépendantes de la mesure de gestion. En conséquence, la
solution pour minimiser 'effet de cette variabilité sur les résultats de ’étude est de répliquer 'expérience sur
plusieurs sites. En effet, plus le nombre de sites augmente, moins les effets aléatoires (stochasticité) ont
d’influence statistique. Cette réplication doit concerner aussi bien les sites traités que les sites témoins
(Conquest, 2000 ; Underwood, 1994 ; Underwood, 1991).

Pour que la réplication soit valable il est indispensable que les sites soient, autant que de possible,
indépendants les uns des autres (Smith, 2002 ; Underwood, 1992), tout en conservant les mémes
caractéristiques environnementales. En effet, la réplication doit se faire sans introduire de nouveaux facteurs
potentiellement explicatifs du résultat, sinon cela veut dire que de nouvelles hypotheses sont testées en méme
temps et il s’agit alors d’une autre expérience et non pas d’une réplication.

Attention, lorsque les sites ne sont pas indépendants, il ne s’agit pas d’une réplication mais simplement d’une
répétition de mesures, ce que certains auteurs appellent aussi une « pseudo-réplication » (exemple : gradient
de sites de 'amont vers I'aval d’un cours d’eau, succession de prélevements le long d’'une méme voie ferrée
insuffisamment espacés) (Hurtlbert, 1984). Celle-ci se traduit par une multiplication des mesures sur un méme
site ou sur des sites proches pouvant en réalité étre considérés comme formant une seule et méme zone d’étude.
La pseudo-réplication est donc un « défaut dans le protocole », qui découle d’'une mauvaise appréciation de
I'indépendance des sites ou d’'un probleme pragmatique (pas d’autres sites indépendants, pas assez de
moyens...).

La fronticre entre répétition et réplication - qui releve donc de l'interdépendance des sites - va dépendre
notamment de la taille des territoires des especes et de leur dispersion. Par exemple, deux sites espacés de 500 m
peuvent étre considérés comme des réplicats pour des collemboles mais comme des pseudo-réplicats pour des
grands ongulés, vues leurs capacités de déplacement respectives.

De méme que la recherche de sites aux caractéristiques environnementales « identiques » pour permettre
I'absence de facteurs confondants, 'indépendance « vraie » entre sites pour permettre une vraie réplication est
tres difficile (voire impossible) a réaliser en milieu naturel. Par ailleurs, il existe de plus en plus de méthodes
statistiques permettant de tenir compte des phénomenes de pseudo-réplication (spatiale ou temporelle) et de
s’en affranchir, dans certaines limites. Néanmoins, il faut garder comme objectif de « tendre » le plus possible
vers une sélection de sites indépendants lorsque 'on monte un protocole expérimental afin d’augmenter autant
que faire se peut la robustesse statistique des analyses réalisées.

UMS PatriNat, Cesco, Irstea. Les protocoles expérimentaux en écologie — Principaux points clefs. Octobre 2019. Page 18/32.



Quatre trongons ferroviaires appartenant a
des lignes de train différentes

e B |
Trois sites de prélévement de part et | \
d'autre de chaque trongon ferroviaire ' °

Réseau de mares échantillonées sur
chaque site de prélévement

Figure 7 : Exemple de (pseudo-)réplication spatiale a trois niveaux dans le cadre du programme
Transfer.

Ici, la réplication spatiale a eu lieu : 1/ A P’échelle du réseau ferroviaire avec 4 trongons considérés, 2/ A I’échelle d’un
méme trong¢on ferroviaire avec 3 populations échantillonnées de part et d’autre de chaque trongon (distantes d’au moins
500 m), 3/ A I’échelle de chaque zone de prélevement avec des échantillons récoltés dans des mares différentes pour les

Salamandtres ou sur des sites de piégeages (« pitfall ») distants de quelques dizaines de meétres pour des Carabes). Les

points 2/ et 3/ relevent plutdt d’une pseudo-réplication et le point 1/ constitue une vraie réplication.
Source : UMS PatriNat, 2019

3.4. Ladimension temporelle

Tout d’abord, le choix de la période de 'année a laquelle 'expérimentation doit étre menée est évidemment
fondamental et doit étre en lien avec lactivité de I'espéce ou des especes étudiées. Par exemple, une étude
souhaitant mesurer I'effet de ’éclairage artificiel sur I'activité de chasse des chauves-souris devra a I’évidence
étre réalisée en dehors de la période hivernale pendant laquelle ces especes entrent en Iéthargie.

Par ailleurs, dans le vivant, il existe différents cycles temporels et cette variabilité peut influencer fortement les
résultats de 'expérience sans rapport avec 'expérience elle-méme. On connait notamment :
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- la variabilité journali¢re (dite circadienne) : les individus peuvent posséder des activités rythmées dans
un cycle de 24 h environ (espéce nocturne, espece diurne...),

- la variabilité saisonniére : certaines especes présentent une activité différente en fonction des saisons
d’une année (ex : espece hibernante, espéce hivernante, espece migratrice...),

- la variabilité pluriannuelle : les populations de certaines especes ont des cycles de plusieurs années, liés
par exemple a la disponibilité en nourriture (ex : les rongeurs présentent des cycles de pullulation sur plusieurs
années, parfois 5-6 ans).

II est donc nécessaire de répéter les mesures dans le temps pour couvrir toute la phénologie de I'espece
étudiée (ou en tous cas la part de phénologie pertinente pour la question traitée), sans quoi I’étude ne pourra
conclure que dans la fenétre temporelle précisément étudiée (ex: période de reproduction, période de
dispersion...).

Attention, répéter les mesures dans le temps (par exemple sur plusieurs périodes au cours d’une année, a la
méme période sur plusieurs années, ...) ne constitue pas pour autant une réplication de I'expérience car on
parle ici de mesures faites sur les mémes sites a des moments différents. Or, ces sites ne sont donc pas
indépendants entre eux « priori car, sauf exception, les espéces présentes ont vécu l'intervention ou 'exposition
des manipulations antérieures. Néanmoins, comme pour la dimension spatiale évoquée précédemment, on peut
parfois parler de « pseudo-réplication » pour désigner les cas intermédiaires entre « vraie réplication » (sur des
sites indépendants) et répétition de mesure (sur les mémes sites).

Coulée

témoill Contrdle | Contréle | Contrdéle | Contrdle | Contrdle | Contréle | Contrdle | Contrdle

Semainel Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6 Semaine 7 Semaine 8

Conlge on |
L Y J . ) | y J L Y J
Unité Unité Unité Unité
temporelle 1 temporelle 2 temporelle 3 temporelle 4

Figure 8 : Exemple d’une répétition de mesure a ’échelle d’une saison
Les coulées désignent les sites d’études (lieux de passages potentiels de mammiferes terrestres de type ongulés). Ici,
Penchainement période d’éclairage / période d’extinction (formant une unité temporelle) a été reproduit quatre fois
successivement sur le site traité, ce qui reléeve plutot d’une pseudo-réplication temporelle. Une vraie réplication
temporelle consisterait a refaire 'ensemble de la manipulation a plusieurs années d’intervalles, ce qui s’avere difficile a
mettre en ceuvre dans la réalité et pourrait potentiellement introduire d’autres biais (liés au changement d’opérateur par
exemple).
Source : Douglazet, 2016

3.5. Les principaux types de plans expérimentaux

35.1.1. Combinaisons possibles spatiales et/ou temporelles

En fonction de la combinaison des différentes possibilités spatiales et/ou temporelles évoquées précédemment,
on distingue plusieurs types de plans expérimentaux (« experimental designs ») c’est-a-dire de configurations
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d’échantillonnage sur le terrain (cf. Tableau 5 et 6 et Figure 11). Ces plans ont été décrits pour la premicre fois
par Green (1979).

Nom usuel en anglais Abréviation | Description
) La mesure est faite une fois sur le site d’intervention et

Control-Intervention CI .. : i .

sur un site témoin (site sans intervention)
iy La mesure est faite une fois sur le site d’exposition et sur

Control-Exposition CE VI .
un site témoin (non exposé)
Une mesure est faite sur le site d’étude avant et apres

) Pintervention. Il n’y a pas de site témoin (pas de
Before-After-Intervention BAI yap ®

comparateur spatial), la comparaison est donc
uniquement temporelle.

Une mesure est faite avant, pendant et apres

Before-During-After- BDAI I'intervention, sur le site d’étude. Il n’y a pas de site

Intervention , . .
témoin (pas de comparateur spatial).
Before-After-Control- BACI Une mesure est faite avant et apres I'intervention, sur le
Intervention site d’étude ainsi que sur un site témoin (controle).

Une mesure est faite avant, pendant et apres
BDACI I'intervention, sur le site d’étude ainsi que sur un site
témoin (controle).

Before-During-After-
Control-Intervention

Tableau 5 : Les différents types de protocoles.
B = Before (Avant) ; A = After (Apres) ; D = During (Pendant) ; C = Control (Témoin) ; I = Intervention ; E =
Exposition.

De nombreuses variantes existent (Christie ¢z al., 2019 ; De Palma e# a/., 2018). En tous cas, on retrouve ici le
fait qu'une expérience possede forcément un comparateur, c’est-a-dire une modalité qui permettra la
comparaison. En revanche, ce comparateur peut étre :

- temporel : le site traité lui-méme « avant » versus « apres » (ex : protocole BAI),
- spatial : un autre site servant de référence (témoin) (ex : protocoles CI et CE),

- temporel et spatial (ex : protocole « BACI »).

Pas de comparaison temporelle Comparaison temporelle

Etude observationnelle (cela ne

releve pas d’une expérience) BAI(/E)

Pas de comparaison spatiale

Comparaison spatiale CI/E BACI(/E)

Tableau 6 : Synthése des types de protocoles en fonction des modalités de comparaison spatiale
et/ou temporelle
NB : Dans le cas d’une exposition la comparaison temporelle est plus difficilement envisageable

Attention, le fait qu’une comparaison soit possible n’implique pas nécessairement qu’il s’agisse d’une
expérience. Par exemple, dans un suivi (prise de mesures sur un site a des pas de temps réguliers), la
comparaison est possible entre les inventaires effectués dans le temps. En revanche, un suivi reste une
démarche observationnelle.
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Intervention

Avant (Before) Apres (After)

ConTROL -

INTERVENTION Traitement

Témoin
/
/

BEFORE - AFTER -
INTERVENTION

BEFORE - AFTER -
CoNTROL -
INTERVENTION

BEFORE - DURING -
AFTER -
INTERVENTION

BEFORE - DURING -
AFTER - CONTROL -

INTERVENTION ‘

@

» Temps

Figure 9 : Illustration schématique des différents types de protocoles dans le cas d’une intervention
Source : UMS PatriNat, 2019
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On peut aussi rencontrer les protocoles de type « série temporelle » (« time series »), c’est-a-dire ou plusieurs
mesures sont effectuées dans le temps, permettant ainsi de suivre I’évolution temporelle de la biodiversité, par
exemple apres une perturbation anthropique mais sans mesure avant (absence de « before ») (Christie ef al.,
2019 ; De Palma ez al., 2018). On distingue alors (cf. Figure 12) :

- les « After » (sans contréle). Ces protocoles relevent en réalité de suivis et non plus d’expérimentations, ils ne
sont pas explicatifs,

- les « Reference-After » dans lesquels le suivi temporel aprées perturbation est effectué a la fois sur le site qui
a subi la perturbation et sur un site témoin. Ces protocoles s’apparentent davantage a un Control-Intervention
(CI) mais ils restent peu puissants pour mettre en évidence un lien de causalité, en I’absence de mesures
« before ».

| Intervention
Avant (Before) Apreés (After)
AFTER i . . . . .
TN
} Traitement
|
|
i /Témoin
REFERENCE- i @ @ @ @ @
AFTER |
O 0000
1
1

» Temps

Figure 10 : After et Refrence-After, deux plans d’études avec des mesures apres intervention
Source : UMS PatriNat, 2019

Dans le cas ou I'on souhaite mesurer I'effet d’une intervention, ce sont les protocoles BACI et BDACI qui
ressortent comme les plus complets et robustes (Christie ¢/ a/, 2019 ; Smokorowski & Randall, 2017). En
effet, ils permettent une comparaison entre I’état antérieur et postérieur a l'intervention, le tout étant comparé
a un site de référence non perturbé (Chevalier ez a/, 2019 ; Smith ef al., 1993). Le protocole BAI est moins
puissant car, en 'absence de témoin, il ne permet pas d’affirmer que les effets mesurés apres la perturbation ne
sont pas dus a d’autres facteurs que I'intervention elle-méme (Schwartz, 2015 ; Smith, 2002 ; Underwood, 1991).
Dans le cas ou 'on souhaite mesurer 'effet d'une exposition (ex : la biodiversité des dépendances ferroviaires
est-elle plus grande que celle de milieux analogues situés en dehors des infrastructures ferroviaires ?), un
protocole de type CE reste robuste.
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3.5.1.2. Le B(D)ACI

Tout en ayant la méme structure de type Before-After-Control-Intervention, il existe plusieurs formes de BACL
Celles-ci diffeérent par leur nombre de réplicats spatiaux et temporels. En fonction des combinaisons, on
retrouve dans la littérature au moins quatre formes de BACI :

1. Un seul site traité ; un seul site témoin ; une mesure avant ; une mesure apres.
2. Un ou plusieurs site(s) traité(s) ; plusieurs sites témoins ; une mesure avant ; une mesure apres.
3. Un seul site traité ; un seul site témoin ; plusieurs années avant ; plusieurs années apres.

4. Un ou plusieurs site(s) traité(s) ; plusieurs sites témoins ; plusieurs années avant ; plusieurs années apres.

La forme 1 est le BACI le plus simple, comprenant deux sites (traité/témoin) et deux mesures (avant/aptes
perturbation). Les auteurs reconnaissent que la formule de BACI la plus puissante est la 4 (Schwartz, 2015 ;
Conquest, 2000 ; Underwood, 1994 ; Underwood, 1991) c’est-a-dire (cf. Figures 13 et 14) :

- ol les sites témoins sont répliqués spatialement (et si possible les sites traités également),

- ou plusieurs mesures sont prises sur les périodes « avant » et « apres », formant en quelque sorte des
suivis pluriannuels (« #me series ») pour, d’une part disposer d’un état initial de long terme et, d’autre part, vérifier
I’évolution des effets dans le temps (André, 2004, Underwood, 1991). Idéalement, les mesures prises pendant
ce suivi temporel « avant » et « apres » doivent étre de fréquence identique (Smith e a/, 1993).

EXPERIENCE - ETUDE MANIPULATOIRE DESTINEE A EVALUER LIMPACT D’UNE INTERVENTION SUR UNE DEPENDANCE

AVANT (B) PENDANT (D) APRES (A)

Intervention (I) &

Site témoin (C)

N

Site qui
sera traité / Site traité
Tps
l | [l | | [ | 1 [ | ] l
T 1 1 1 1 1 T 1 1 T 1 T
Plusieurs mesures réguliéres pendant les différentes phases de I'expérience, a la fois sur le site témoin et sur e site traité
Type de protocole Sigle Robustesse ‘
Before-During-After-Control-Intervention BDACI +4+ it S
: Expérience compléte a répéter
Before-After-Contral -Intervention BACI ++ plusieurs fois dans le temps et
Before-After-Intervention BAI ++ dans l'espace (=vraie réplication)
Control-Intervention Cl +

Figure 11 : B(D)ACI dans lequel plusieurs mesures ont lieu a chaque étape « Avant » et « Aprés » (et

le cas échéant « Pendant »).
Source : UMS PatriNat, 2019

Par ailleurs, les sites traités et les sites témoins d’'une expérience peuvent étre choisis séparément ou bien
directement par paires (appariés). Dans ce dernier cas, si un BACI est appliqué, on parle alors de BACIP pour
« BACI paired design » (Smith, 2002), chaque paire « site traité + site controle » formant ainsi une unité spatiale
(cf. Figure 14). En général cette approche est préférable car elle limite la variabilité entre sites traités et sites
témoins.
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Intervention

Avant (Before) Apreés (After)
\ 4
A
A)
Traitement "\/\/W
<C
o0
B)
Traitement W }
A
\ Mesure de la
C) variable d'intérét
Traitement WW /
Témoin W\/\/\\M
|
|
}
| _
D) Traitement %
(aa}

}
|
i
|
|
|
|
t
}
|
|
|
|
|
|
|
|

E) Traitement

Témoin

|
|
|
|
i
)
|
|

Figure 12 : BAI et BACI selon plusieurs modalités des mesures effectuées sur le site contréle et le

site traité (fréquence, appariement ou non).
A) Une seule mesure est faite avant et apres intervention sur le site traité et il n’y a pas de site témoin.
B) Plusieurs mesures sont faites avant et aprés intervention sur le site traité et il n’y a pas de site témoin.
C) Une mesure est faite avant et apres intervention sur le site traité et sur un site témoin.
D) Plusieurs mesures sont faites avant et aprés intervention sur le site traité et sur le site témoin, a des moments non concordants.
E) Plusieurs mesures sont faites avant et apres intervention sur le site traité et sur le site témoin, au méme moment.

Les protocoles A) et B) sont des BAIL Les C), D) et E) sont des BACI mais le E) (BACI paired design) est « priori le plus robuste.

Source : UMS PatriNat (2019) d’apres Underwood (1991)
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3.6. Les variables a mesurer

On distingue en premier lieu :

- la/les variable(s) d’intérét : c’est/ce sont la/les variable(s) dont on souhaite savoir si elle(s) est/sont
influencée(s) par le phénomene étudié (intervention, exposition). Cela correspond aux « outcomes» du
PI/ECO présenté auparavant dans ce rapport,

- les variables explicatives : ce sont les variables dont on souhaite voir si elles influent sur la variable
d’intérét (ex : sol, humidité, lumiere...).

3.6.1. Quelques mesures fréquemment utilisées en écologie pour les variables d’intérét

En écologie, les deux indices de base sont :

- la richesse spécifique (moyenne) : c’est le nombre (moyen) d’espéces inventoriées sur un site,

- 'abondance (moyenne) : c’est le nombre (moyen) d’individus (par espece, par groupe taxonomique,
par unité spatiale).
Des indices plus complexes peuvent étre calculés pour décrire la diversité de la communauté étudiée, par
exemple :

- I'indice de Shannon qui mesure ’hétérogénéité au sein de la communauté étudiée,

- Tindice de Simpson: c'est la probabilit¢é que deux individus sélectionnés au hasard dans une
communauté appartiennent a la méme espece.
I1 existe aussi de tres nombreux autres types de mesures :

- les mesures biométriques (taille, masse, ...),

- les mesures démographiques : survie, reproduction...

- les mesures de mouvements (distances de déplacements, fréquences de déplacement, ...)

- les mesures génétiques (diversité génétique, différentiation génétique),
3.6.2. La notion de proxy

Parfois, il n’est pas possible de mesurer directement la variable d’intérét. Il est alors envisageable de passer par
un « proxy » c’est-a-dire une mesure de substitution permettant de mesurer indirectement ce que I’on souhaite
observer (ex : le nombre de fourmiliéres comme proxy de 'abondance des fourmis, le nombre de terriers de
mulots comme proxy de 'abondance des mulots, le nombre de familles d’invertébrés comme proxy de la
richesse spécifique en invertébrés...).
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4. SYNTHESE

4.1.

Lorsque les différents criteres précédents ne sont
pas définis de maniére optimale dans le montage
du protocole, les résultats obtenus sont
susceptibles d’étre biaisés. En particulier, une
mauvaise sélection des sites d’études peut
entrainer des biais, notamment si les sites choisis
ne sont pas indépendants et ne constituent donc
pas des vrais réplicats (Soininen ef a/, 2017). Un
biais peut aussi résulter de sélection des sites par
une méthode dirigée ou la  stratégie
d’échantillonnage peut, dans certains cas,
engendrer un biais sans le vouloir. Par exemple,
si les observateurs privilégient les sites facilement
accessibles en voiture pour leur expérience et que
sans le savoir tous les sites accessibles en voiture
sont caractérisés par la présence d’une méme
variable confondante qui n’a pas été identifiée au
départ (ex: bruit, pollution liés aux voitures).
D’ou I'importance de commencer tout d’abord
par identifier les facteurs pouvant influer sur la
variable d’intérét pour ensuite pouvoir soit
écarter ces facteurs (choix des sites) soit les
mesurer pendant 'expérience. Des biais peuvent
aussi apparaitre ensuite pendant la phase de
terrain, par exemple des biais de détection ou des
biais d’attrition (Cooke ¢# al., 2017).

4.1.1.1. Le biais de détection

Récapitulatif des biais dans un protocole

Biais et erreur

Un biais est différent d’une erreur. Un biais est la
reproduction systématique d’une erreur et qui tend donc
a produire un résultat systématiquement différent de
la vraie valeur, en plus ou en moins.

Par exemple, si, de manicre aléatoire, un appareil de
mesure manque de précision dans le résultat affiché, il
s’agira d’une erreur de mesure. En revanche, si appareil
de mesure augmente systématique la mesure de x%, il
s’agira la d’un biais, corrigible §’il est connu.

Cest pour minimiser les biais que l'on réplique
Iexpérience (alors que pour minimiser les erreurs on
répete les mesures). Néanmoins, I’absence totale de biais
est relativement utopique dans le domaine de I’écologie.
C’est pour cela que le plus important reste d’identifier
clairement les biais méme s’ils ne peuvent pas tous étre
résorbés, de maniére a pouvoir lire le résultat de I'étude en
connaissance de cause. L’existence d’un biais n’est pas
nécessairement préjudiciable si celui-ci est connu et
quantifié.

C’est un biais lié au repérage/capture de 'espece choisie comme modele biologique pour 'expérience. Ce biais
peut résulter par exemple des capacités différentes, selon les observateurs qui réalisent ’étude, a détecter telle
ou telle espece (« effet observateur ») au moment de la phase de terrain. La encore, il y a biais uniquement si la
détectabilité de 'espece varie avec le facteur étudié (ex : les carabes sont plus faciles a voir lorsque le bord de
route est fauché que non fauché et c’est justement la fauche qui est étudiée). Le biais de détection peut aussi
résulter d’'un mauvais choix du modele biologique lui-méme lors du montage du protocole expérimental. Par
exemple si sur deux especes modeles recherchées dans 'expérimentation 'une est tres difficile a voir ou encore
si 'une des deux espéces peut étre tres facilement confondue avec une troisiéme espéece non recherchée dans
Iexpérience. Dés lors, les résultats seront dépendants de ces parametres de détection et non pas du phénomeéne
étudié.
4.1.1.2.  Le biais d’attrition

Le biais d’attrition est le fait que des individus de la population étudiée soient peu a peu exclus pendant I’étude.
I1 peut s’agir aussi bien d’une mortalité des individus en cours d’étude ou d’une perte par les auteurs d’une partie
des échantillons récoltés. La perte (attrition) est susceptible d’induire un biais surtout quand ces exclusions ne
se font pas strictement au hasard (ex : quand la perte d’échantillons n’est pas équivalente entre sites témoins et
sites traités). Dans ce cas la représentativité de 'échantillonnage est remise en cause, ce qui génére un biais.
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Facteurs clefs a retenir pour tendre vers un protocole robuste

9 Question Bien foTn.mIer et.préciser I? question posée
® : (exposition ou intervention)
Ve
=
f—
=2
— Choix des sites Ic;'ntég.rer une ;?art d'?lo'a.toire dans le choix
es sites traités et témoins
- - ==
_—
_—
_—
_—
‘;_'*; Contréle Disposer de sites témoins appropriés
. (Jouant bien le role de contrédle)
-_—
]
_—
L
® -
. Répli : ol e
.. R épll cation epliquer « vraiment » les expériences (au
moins) spatialement
® o _
_—
==
==
=3
=
Prendre en compte la variabilité tempo-
@ Temps relle (liée par exemple au modéle biolo-
— gique choisi, ...)
=
=
L
=
—

< Dans le cas d'une intervention, privilégier
& Avant/Pendant/ Apres les protocoles avec mesures avant, pen-
dant (si pertinent) et apres : B(D)ACI

oy Répéter les mesures (ex : plusieurs
+—+++ | Répétition de mesures 8 AR pllstel
mesures avant et aprés intervention)

L
_—
=
|
f. i _—
= Ning = ; o
. ‘-{;'.*gn ;—fz“- £ fond Identifier les biais et facteurs confondants
:_*,; h,@ <o acteurs confondants (abiotiques, climatiques, écologiques,
v "/'.»y\, X temporels, paysagers, ...) : les corriger ou
a minima en tenir compte ensuite via les
analyse statistiques

Source : UMS PatriNat, 2019
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4.2.

Le fait de disposer d’un protocole
robuste est une condition
déterminante pour la réussite
d’une étude. Il est donc impératif
de prendre le temps de monter ce
protocole, si besoin en effectuant
des «pré-expériences» pour le
tester et l'ajuster.

Néanmoins, I'analyse des
résultats sera également une étape
primordiale pour que I’étude reste
fiable et crédible. Le choix des
modé¢les statistiques a utiliser est
intimement li¢é au protocole de
terrain. La taille d’échantillon doit
également étre suffisante pour
permettre des analyses statistiques
(cf. Encadré ci-contre).

Pour ces raisons, il est donc
nécessaire de réfléchir aussi aux

traitements  statistiques des le
montage du protocole
expérimental. Par exemple, le

choix des sites doit aussi permettre
d’atteindre la taille d’échantillon
suffisante.

L'importance des analyses statistiques

La taille d’échantillon suffisante

1l s’agit ici du « n » correspondant au nombre de mesures effectuées
(ou prélevées) sur la population d’étude. Ce nombre sera appelé la taille
d’échantillon (« sample size » en anglais). I.’échantillon désigne donc un
fragment de la population globale, étudié par 'expérience. L'effectif de
I'échantillon peut varier de I'unité a l'effectif total « N » de la
population statistique. Il arrive en effet que tous les éléments de la
population soient étudiés (on patle alors d'échantillonnage exhaustif),
ce qui s’avere tres rare en écologie. L'effort d'échantillonnage sera
mesuré par la taille n de I'échantillon et par la fraction
d'échantillonnage, égale a n/N.

La taille de I'échantillon n'affecte pas la représentativité (celle-ci est
déterminée par le choix des sites, cf. plus haut). En revanche la taille de
’échantillon fait varier la largeur de l'intervalle dans lequel la vraie
valeur d'un parametre de la population a de fortes chances de se
trouver (dit « intervalle de confiance »). Plus la taille de I’échantillon
est grande, plus cet intervalle de confiance sera petit.

En écologie, il s’agit parfois d’un point sensible (Baylis ez a/., 2015). En
effet, en fonction des études, la mesure effectuée peut impliquer des
prélevements floristiques ou faunistiques (ex : tissu pour analyse
génétique), du marquage (baguage...) ou a minima du dérangement
(manipulation, piétinement...). Un compromis doit donc étre trouvé
entre éthique (dérangement, perturbation du vivant), pragmatisme
(couts humains et/ou financier liés a "'augmentation de la taille
d’échantillon) et puissance de I'expérience (confiance que 'on pourra
avoir dans le résultat, qui justifie donc I'intérét de 'étude).

5. DOCUMENTS DE SYNTHESE PRE-

EXISTANTS

Ces documents de synthese sur le theme des protocoles expérimentaux en écologie peuvent completer cette

lecture :

Besnard, A. & Salles, .M. 2010. Suivi scientifique d’espéces animales Aspects méthodologiques essentiels pour I'élaboration de
protocoles de suivis. Note méthodologique a I'usage des gestionnaires de sites Natura 2000. DREAL PACA — Pole

Natura 2000. 62pp.

Bouget, C. & Nagelesein, .M. 2009. Les études des insectes en forét : méthodes et techniques, éléments essentiels pour une
standardisation. Synthése des réflexcions menées par le groupe de travail « Inventaires entomologies en forét ». Les dossiers

forestiers. 19. 144pp. http://wwwl.onf.fr/outils/medias/20100517-145700-588403 / ++files++/1

Coe, R. 2008. Designing ecological and biodiversity sampling strategies. Working Paper n°66. 33p.

Fadel, D. & Meddad-Hamza, A. 2014. Stratégies d'échantillonnages des peuplements. Editions Al-Djazair. ISBN :

978994789

Fiers, V. 2003. Etudes scientifiques en espaces naturels. Cahier technique des espaces naturels. 72. 100pp.
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RESUME

L’UMS PatriNat mene depuis 2015 - avec 'aide de différents partenaires - une
revue systématique (synthese bibliographique) sur le role des dépendances
d’infrastructures de transport pour la biodiversité (projet COHNECS-IT).
Dans le cadre de cette revue systématique une grille d’analyse a été construite
afin d’étudier la robustesse des protocoles expérimentaux des publications
triées. Cette étape d’analyse critique est incontournable dans la méthode des
revues systématiques afin de sélectionner les études les plus rigoureuses sur le
plan scientifique. En capitalisant sur Ianalyse critique menée pour
COHNECS-IT, ce rapport fait le point sur les criteres les plus importants a

respecter pour garantir la robustesse des protocoles en écologie.
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