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RÉSUMÉ 

L’identification du genre Isoperla est souvent complexe. Isoperla ambigua a récemment été découvert dans les Pyrénées à proxi-

mité d’Andorre, dans le département des Pyrénées-Orientales sur deux cours d’eau (à plus de 1800 m d’altitude) très proches l’un 

de l’autre, tous deux affluents de la rivière Ariège. Les caractéristiques morphologiques des spécimens collectés sont rapidement 

passées en revue. Enfin, une portion de 658 paires de bases du gène COI d’un échantillon de l’espèce est séquencée et comparée 

aux données existantes sur plusieurs autres espèces d’Isoperla de France métropolitaine. 

Mots-clés : rivulorum, Plécoptères, Andorre, France, analyse moléculaire. 

Observation of Isoperla ambigua (Despax, 1936) from eastern Pyrenees (Plecoptera, Perlodidae) 

 

ABSTRACT 

The identification of the Isoperla genus is often complex. Isoperla ambigua was recently discovered in the Pyrenees, near An-

dorra, in the Pyrénées-Orientales department, in two close streams (at altitudes of over 1800 m), both tributaries of the Ariège 

River. The morphological characteristics of the collected specimens are briefly reviewed. Finally, a 658-base-pair portion of the 

COI gene from a sample of the species is sequenced and compared with existing data from several other Isoperla species from 

mainland France. 
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1. Introduction 

Le genre Isoperla est le plus diversifié des Per-

lodidae avec actuellement 188 espèces connues 

(DEWALT et al. 2021). Les Pyrénées ont été la cible 

des balbutiements des investigations historiques 

sur les Isoperla grâce aux travaux de DESPAX 

(1936) et cinq espèces y sont actuellement notées 

(OPIE-BENTHOS 2023). Les études de Berthélemy 

(BERTHÉLEMY 1979, BERTHÉLEMY & LAHOUD 1981) 

laissent néanmoins entrevoir une richesse spéci-

fique nettement plus importante. L’identifica-

tion des espèces est donc particulièrement diffi-

cile dans ce massif. Ainsi, depuis 2014, des inves-

tigations ont été entamées, dans un premier 

temps pour étayer une clef d’identification des 

larves de Plécoptères de France métropolitaine 

(RUFFONI 2024), mais ensuite pour clarifier taxo-

nomiquement ce genre dans les Pyrénées. Ce der-

nier travail est partiellement en cours de finalisa-

tion. 

Isoperla ambigua a été décrite en 1936 par 

DESPAX, d’un mâle provenant du sud du Massif 

central (la Montagne Noire), de Haute-Garonne 

à Saint-Ferréol (commune de Revel) et d’un autre 

mâle du département du Cantal au Lioran. L’es-

pèce fut souvent considérée comme endémique 

au Massif central. Très proche morphologique-

ment d’Isoperla rivulorum (Pictet, 1841), elle fait 

partie du groupe rivulorum (CONSIGLIO 1967) qui 

regroupe une dizaine d’espèces dans l’ouest pa-

léarctique. 

L’espèce est assez apicale, occupant la partie 

supérieure des cours d’eau, sources et ruisselets à 

basse altitude et parfois jusqu’à de plus impor-

tants ruisseaux ailleurs. La larve vit principale-

ment dans le courant au niveau des radiers dans 

les graviers et galets (non colmatés). La période 

de vol est très étalée dans le temps, d’avril (mars) 

à octobre (RUFFONI 2024). 

Les connaissances sur l’espèce acquises pen-

dant l’inventaire des Plécoptères de France 

(INVP, Opie-benthos) ont permis de relativiser 

sa répartition, en la trouvant effectivement dans 

tout le Massif central, mais aussi sur des zones de 

relief attenantes comme le Plateau de Langres 

(RUFFONI 2012). À noter qu’une des stations-

types en Montagne Noire est extrêmement méri-

dionale et constituait jusqu’à maintenant la li-

mite sud de sa distribution.  

Lors de prospections dans les Pyrénées pour 

faire progresser la connaissance taxonomique du 

genre Isoperla, des spécimens attribués à I. ambi-

gua ont été collectés. 

2. Méthodes 

Des prospections ont ainsi été effectuées très 

régulièrement d’une extrémité à l’autre des Pyré-

nées en essayant d’actualiser les connaissances 

acquises dans les années 1970 sur le groupe gram-

matica (BERTHÉLEMY 1979), mais aussi d’éclaircir 

le statut des taxons I. viridinervis et I. moselyi. 

Ainsi, les investigations ont plutôt concerné le 

crénon et le rhithron. 

a. Méthodes de collecte 

Les adultes ont été collectés à l’aide d’un filet 

fauchoir ou à l’aide de pinces souples. La collecte 

des larves a été faite par mobilisation des subs-

trats et récolte des dérivants par l’intermédiaire 

d’une passoire à mailles fines. Les individus sont 

ensuite conservés dans l’alcool à 70 % ou 96 % et 

stockés dans la collection du premier auteur. 

b. Identification larvaire et imaginale 

Aucun document synthétique publié n’existe 

sur l’identification des espèces françaises d’Iso-

perla. Pour les adultes, différentes publications 

doivent être jointes afin de couvrir la faune de 

France continentale (principalement : DESPAX 

1936, 1951, KIS 1974, TIERNO DE FIGUEROA et al. 

2003, TIERNO DE FIGUEROA & VINÇON 2005, 

ROESTI 2021). Dans la bibliographie, les critères 

d’identification se concentrent essentiellement 

sur la forme des armatures péniales du mâle (pé-

nis qu’il faut dévaginer in vivo), mais aussi celle 

des spicules qui la composent, celle de la plaque 

femelle, la coloration dorsale céphalique (princi-

palement forme de la tache intra-ocellaire et pré-

sence de taches postoculaires) ainsi que la forme 
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de la plaque sternale du segment 9 du mâle. Plus 

marginalement, sont également utilisées la colo-

ration dorso-abdominale ou celle des cerques 

ainsi que leur pilosité et leur longueur, voire la 

forme des paraproctes. La collection de l’INVP a 

permis également de comparer la morphologie 

de nombreux exemplaires des espèces collectées. 

Concernant les larves, une clé d’identification 

en cours de publication a été utilisée (RUFFONI 

2024). 

c. Analyse moléculaire 

Une analyse moléculaire a été réalisée afin de 

pouvoir confirmer l’identification d’un mâle 

adulte.  

Ainsi, une portion du gène mitochondrial co-

dant pour la cytochrome oxydase I (COI) d’é-

chantillons préalablement conservés à -20 °C 

dans de l’éthanol à 96 %, a été séquencée. 

L’ADN a été extrait à partir d’une patte méta-

thoracique, plongée dans 150 µL de Chelex à 7 % 

(WALSH et al. 1991) et 10 µL de protéinase K, puis 

incubée à 50 °C (2 heures), 90 °C (15 minutes) et 

15 °C (5 minutes). L’amplification a été réalisée 

par PCR suivant deux protocoles différents. Le 

premier est détaillé dans LAUNAY et al. 2021 et 

concerne les individus notés * dans le tableau 1. 

Le second concerne ceux notés ° et adopte le pro-

tocole suivant : 2 µL d’ADN extrait sont mélangés 

dans 15,75 µL d’eau, 2 µL d’amorces 5’ et 3’ (FOL-

MER et al. 1994) à 10 µM, 5 µL de solution tampon 

5X (PCRBIO) et 0,25 µL de Taq polymérase 

(PCRBIO Taq DNA Polymerase PB10.11-05). 

Cette solution a été placée 1 min à 95°C puis sou-

mise 40 fois au cycle thermique suivant : 20 s à 95 

°C, 30 s à 53 °C et 25 s à 72 °C. La PCR a été fina-

lisée par 5 min à 72 °C. 

Avant l’envoi au séquençage, le succès de l’am-

plification des séquences du COI a été vérifié en 

faisant migrer 5 µL de produit PCR sur gel d’aga-

rose à 1,3 % avec du TAE 1 X, 0,6 µL de ladder et 1 

µL de bleu GelRed. 

Le séquençage a ensuite été réalisé dans les 

deux sens (5’-3’ et 3’-5’) par Microsynth France 

SAS par la méthode Sanger (SANGER et al. 1977). 

Le nettoyage des chromatogrammes (Forward et 

Reverse) fut exécuté manuellement ainsi que la 

réalisation des séquences consensus à l’aide du 

logiciel Condon Code Aligner (Condon Code 

Corporation, version 9.0.2). Le logiciel Seaview 

version 4.7 (GOUY et al. 2010) a permis l’aligne-

ment des séquences avec la méthode Clustalo 

(SIEVERS et al. 2011). Les séquences consensus dé-

posées sur la base de données GenBank (NCBI 

RESOURCE COORDINATORS 2018) ont leur « acces-

sion number » indiqué dans le Tableau 1. 

Les séquences complémentaires d’Isoperla et 

l’individu « outgroup » Dictyogenus alpinum 

(Pictet, 1841) (GU682169.1) utilisées dans l’ana-

lyse phylogénétique ont été téléchargées sur 

NCBI (NCBI RESOURCE COORDINATORS 2018) et 

BOLDSYSTEMS (RATNASINGHAM & HERBERT 

2007) (Tab. 1).  L’arbre phylogénétique a été cal-

culé par la méthode du maximum de vraisem-

blance (ML) implémentée dans le logiciel Mega-

X version 10.2.6 (KUMAR et al. 2018), en utilisant 

le modèle évolutif Tamura à 3 paramètres 

(Tn+G+I) (TAMURA 1992) comme recommandé 

par Mega-X. La robustesse des nœuds a été éva-

luée par 1 000 réplicas de bootstraps non-para-

métriques (FELSENSTEIN 1985). 

3. Résultats 

Un mâle et deux larves ont été identifiés près 

d’Andorre dans le département des Pyrénées-

Orientales sur les communes de Porta et Porte-

Puymorens. 

Matériel examiné 

Porta (66146), Rec del Bac d'en Morer, Natio-

nale 22, 1 951 m ; 42,5588, 1,754063 ; 1 mâle le 

03/07/2018, (accession number PP003389), 1 

jeune larve le 27/05/2019 (leg. Alexandre Ruf-

foni); Porté-Puymorens (66147), Rec del Bala-

drar, Nationale 22, 1 873 m; 42,556477, 1,76834; 1 

larve de dernier stade le 03/07/2018 (leg. 

Alexandre Ruffoni). 
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Espèce Localité Référence Accession number 

Isoperla orobica Suisse LUBINI et al. 2023 OR600535.1 

Isoperla orobica Suisse LUBINI et al. 2023 OR600534.1 

Isoperla orobica Suisse LUBINI et al. 2023 OR600533.1 

Isoperla oxylepis Allemagne MORINIÈRE et al. 2017 KY261300.1 

Isoperla oxylepis France GAUTHIER et al. 2020 MK584372.1 

Isoperla goertzi Allemagne MORINIÈRE et al. 2017 KY262502 

Isoperla goertzi Allemagne MORINIÈRE et al. 2017 KY261980 

Dictyogenus alpinum Allemagne Barcode of Life (iBOL) GU682169.1 

Isoperla rivulorum France MORINIÈRE et al. 2017 GBCOU1196-131 

Isoperla rivulorum France MORINIÈRE et al. 2017 GBCOU1197-131 

Isoperla rivulorum France MORINIÈRE et al. 2017 GBCOU1198-13 

Isoperla rivulorum France MORINIÈRE et al. 2017 GBEPT192-131 

Isoperla rivulorum Autriche NA INTAP187-171 

Isoperla rivulorum Autriche NA INTAP226-171 

Isoperla rivulorum France GAUTHIER et al. 2020 MK584518 

Isoperla rivulorum Suisse NA PLEAA171-201 

Isoperla rivulorum Suisse NA PLEAA237-201 

Isoperla carbonaria Suisse NA PLEAA215-201 

Isoperla carbonaria Suisse NA PLEAA335-201 

Isoperla ambigua France GAUTHIER et al. 2020 MK584371.1 

Isoperla ambigua° France présente étude PP003389 

Isoperla obscura Allemagne MORINIÈRE et al, 2017 KY262336 

Isoperla obscura° France présente étude PP003392 

Isoperla grammatica* France présente étude PP003396 

Isoperla moselyi* France non publiée NA 

Isoperla moselyi* France présente étude PP003394 

Isoperla luzoni* France non publiée NA 

Isoperla luzoni* France présente étude PP003393 

Isoperla viridinervis° France non publiée NA 

Isoperla acicularis° France non publiée NA 

Isoperla acicularis° France non publiée NA 

Isoperla difformis° France présente étude PP003390 

Isoperla difformis° France présente étude PP003391 

 
Tableau 1. Détails et origine des séquences du marqueur mitochondrial COI utilisées. 
1: issues de BOLD Systems; * et ° : méthodes d’amplification de l’ADN, cf. 2-c. 

Table 1. Details and origin of COI mitochondrial marker sequences used.1: from BOLD 

Systems; * and °: DNA amplification methods, see 2-c. 
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Figure 1. Arbre phylogénétique d’Isoperla basé sur 658 paires de bases du COI. L’arbre a été construit suivant la mé-

thode du maximum de vraisemblance avec un modèle évolutif Tamura à trois paramètres. Les valeurs devant les 

nœuds correspondent aux résultats de 1000 bootstraps (%), seules les valeurs ⩾ 70 % sont affichées. 

Figure 1. Phylogenetic tree of Isoperla mitochondrial haplotypes based on 658 base pairs of COI. The tree was cons-

tructed using the maximum likelihood method with a three-parameter Tamura evolutionary model. The values in 

front of the nodes correspond to the results of 1000 bootstraps (%), only values ⩾ 70% are shown. 
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Le mâle adulte est macroptère et présente une 

coloration contrastée de jaune et sombre. La co-

loration céphalique, bien qu’estompée par la con-

servation, laisse deviner un H ou un X sombre re-

liant les ocelles et s’étendant vers l’avant de la 

tête. Les yeux sont assez petits et placés de ma-

nière latéro-antérieure (Fig.2). Les taches post-

oculaires sont quasi invisibles. L’armature princi-

pale du pénis est triangulaire sans groupes acces-

soires (Fig.3). La plaque sternale du segment 9 du 

mâle est assez rectangulaire mais à marge posté-

rieure relativement arrondie (Fig.4). Les cerques 

sont sombres avec des articles légèrement plus 

clairs à leur base. La larve de dernier stade obser-

vée présente une lacinia typiquement sub-rectan-

gulaire, point commun avec I. acicularis (Despax, 

1936), I. carbonaria Aubert, 1953, I. goertzi Illies, 

1952, I. moselyi (Despax, 1936) et I. rivulorum, 

mais nettement moins large que I. difformis 

(Klapálek, 1909) et I. viridinervis (Pictet, 1865) et 

plus que I. grammatica (Poda, 1761), I. obscura 

(Zetterstedt, 1840) et I. oxylepis (Despax, 1936). 

Figure 3. Mâle adulte d’I. ambigua: pénis devaginé 

et armature en vue latérale de trois quarts. 

Figure 3. Male adult of I. ambigua: extruded penis 

and armature in three-quarters side view. 

Figure 2. Mâle adulte d’I. ambigua: tête et protho-

rax en vue dorsale. 

Figure 2. Male adult of I. ambigua: head and pro-

thorax in dorsal view. 

Figure 4. Mâle adulte d’I. ambigua: plaque ster-

nale du segment VIII (vue ventrale). 

Figure 4. Male adult of I. ambigua: vesicule of 

sternite VIII (ventral view). 

 (ventral view). 
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Aucune soie submarginale marquée sur la lacinia 

n’est notée. La coloration céphalique dorsale peu 

contrastée et l’apex pointu des grandes soies pro-

thoracique postéro-latérales marginales et abdo-

minales tergales marginales est commun à I. am-

bigua, I. goertzi et I. rivulorum (I. ambigua sem-

blant le moins contrasté des trois). Les soies 

dorso-abdominales sont noires et épaisses et 

celles de la frange des cerques peu nombreuses 

(une dizaine, comprise dans la fourchette habi-

tuelle d’I. ambigua : 4 à 12 soies).  

Du point de vue moléculaire (Tab. 1 et Fig. 1), 

la portion du gène mitochondrial COI distingue 

clairement le groupe rivulorum parmi les autres 

Isoperla de France et notamment les groupes 

composés d’I. viridinervis et I. moselyi, très fré-

quents dans les Pyrénées. L’échantillon collecté 

(PP003389) et l’I. ambigua du Massif central 

(MK584371) forment un unique clade bien dis-

tinct au sein du groupe rivulorum, soutenu par 

une valeur de bootstrap de 90 %, permettant ainsi 

de valider l’identification. Toutefois, I. ambigua 

et I. rivulorum restent génétiquement proches au 

sein du groupe en présentant un taux de diver-

gence de seulement 3,1 %, mais des données com-

plémentaires sont nécessaires pour le confirmer. 

Les deux cours d’eau où ont été collectés 

larves et adultes d’I. ambigua sont des affluents 

de l’Ariège en rive nord. 1 à 1,5 km les séparent. 

Aux stations, les milieux correspondent à des 

épirhithrons froids avec une pente marquée (15 à 

20 %) et aux habitats parsemés de gros éléments 

minéraux (Photo 1). 

3. Discussion, conclusion 

Le mâle adulte fut tout d’abord attribué, avec 

de gros doutes, au groupe moselyi, en cours de ré-

vision; néanmoins tous les critères le rappro-

chaient d’I. ambigua. Larves et analyse molécu-

laire confortent donc le diagnostic de cette der-

nière espèce. 

À première vue, il demeure surprenant de 

trouver cette espèce assez apicale dans les Pyré-

nées, massif dans lequel les espèces I. viridinervis 

et I. moselyi dominent dans ces zones typolo-

giques de cours d’eau. Néanmoins, dans ce sec-

teur géographique I. viridinervis semble extrê-

mement rare, voire absent ; toutefois des investi-

gations supplémentaires sont nécessaires pour 

l’affirmer. 

La répartition des espèces de Plécoptères au 

sein des Pyrénées est très complexe avec beau-

coup d’endémisme dans certaines portions de 

cette chaîne, des espèces ibériques atteignant 

l’ouest du massif, mais aussi la présence de cer-

taines autres d’origine plus continentale. Ces 

dernières comme Besdolus imhoffi (Pictet, 1841) 

(non retrouvé récemment), Leuctra pseudocingu-

lata Mendl, 1968 ; Protonemura montana Kim-

mins, 1941 ; Nemoura avicularis Morton, 1894 ; N. 

flexuosa Aubert, 1949 ou N. cambrica Stephens, 

1836, sont présentes sporadiquement dans les Py-

rénées. Le Massif central représente la zone géo-

graphique nord la plus proche où le nombre de 

stations de ces espèces est important (B. imhoffi 

n’y est noté qu’historiquement et des doutes sont 

attribués à son identification). L. pseudocingu-

lata et P. montana occupent d’ailleurs le même 

secteur géographique dans les Pyrénées où ont 

été faites les observations d’I. ambigua. 
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