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La Rainette faux-grillon de I'Ouest (Pseudacris triseriata) est une petite espéce de
rainette dont les populations en Ontario et au Québec sont en déclin (COSEPAC, 2008).
Sa taxonomie est controversée en grande partie par de nouvelles études de génétique
qui suggérent une histoire évolutive complexe avec hybridation et introgression
(Lemmon et al., 2007; Lougheed et al., 2020) : les génomes nucléaires des populations
d’Ontario et du Québec sont semblables, mais il existe deux génomes mitochondriaux
profondément divergents. L'un ressemble a celui de la Rainette faux-grillon de I'Ouest
(P. triseriata) et 'autre a celui de la Rainette faux-grillon boréale (P. maculata). Le nom
légal actuel des populations est la Rainette faux-grillon de I'Ouest (P. triseriata), avec
deux unités désignables correspondant aux deux types de génomes mitochondriaux
(mitotypes) : i) la population carolinienne avec le mitotype P. triseriatia; et ii) la
population des Grands Lacs / Saint-Laurent et Bouclier canadien avec le mitotype de P.

maculata (COSEPAC, 2008).
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Résumé

En raison du changement climatique
certains amphibiens présentent des
modifications de leur phénologie,
telles qu‘une saison de reproduction
précoce ou tardive. Ce décalage peut
entrainer des conséquences sur la
survie et la reproduction des individus
et potentiellement participer au déclin
des populations. Cependant, le suivi de
la phénologie des amphibiens peut étre
difficile enraison de leur nature cryptique
et certains groupes d'amphibiens, tels
que les salamandres, ne vocalisent pas
et ne peuvent donc pas étre suivis par
des méthodes acoustiques. Notre but
était donc de tester l|'efficacité d'une
méthode récente non-invasive basée
sur |’ADN environnemental (ADNe) dans
I’eau comme alternative a la surveillance
acoustique pour étudier la phénologie
de reproduction des amphibiens. Pour
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cela nous avons mené simultanément
un suivi acoustique et ADNe avant
et pendant la saison de reproduction
de la Rainette faux-grillon dans I’Est
de ['Ontario (Canada). Nous avons
enregistré le premier chant de male le
31 Mars alors que le marais était encore
largement gelé. LADNe de la Rainette
faux-grillon a été détecté dans |'eau six
jours aprés le premier enregistrement
de male actif. Par la suite, des signaux
d’ADNe ont été détectés a plusieurs
endroits du marais et les concentrations
ont augmenté a mesure que davantage
de males participaient au cheeur,
suggerant que I’ADNe pourrait étre un
indicateur raisonnable de la taille du
chceur de males. Nos résultats montrent
donc que les suivis acoustiques restent
préférables pour détecter le tout
début de la saison de reproduction
(i.e. premier(s) individu(s) actif(s)) mais
I’ADNe peut étre relativement efficace
et non invasif pour les amphibiens qui
ne vocalisent pas.

Introduction

Le changement climatique impacte
négativement  la  biodiversité et
notamment la phénologie des especes.
Les changements de phénologie se
manifestent par un décalage des périodes
du cycle de vie associées aux saisons,
telles que la migration (VAN BuUskirg,
MuwviHiLL & LesermaN, 2009), la floraison
(CaraDonnNa, ILER & INouye, 2014), ou la
saison de reproduction (KLaus & LOUGHEED,
2013 ; LyncH et al., 2016). Les changements
de phénologie peuvent entrainer des
conséquences de |'individu a la population
(STiLLmaN, 2019). Par exemple, la naissance
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des Mésanges charbonnieres (Parus major)
est synchronisée avec un pic d'abondance
de chenilles qui est |la nourriture principale
des oisillons. Une date de ponte trop
tardive peut entrainer un décalage
temporel entre I"éclosion des oisillons et le
pic de ressources alimentaires nécessaires
a leur bon développement et survie (VIsser
et al., 2006).

Les amphibiens font partie des vertébrés
les plus menacés au monde et répondent
de maniere hétérogene au changement
climatique (Ficetola & Maiorano, 2016) :
certains ne montrent pas de changement
phénologique, tandis que d‘autres se
reproduisent plus tot ou plus tard. Les
raisons d'une telle disparité ne sont
pas toutes clairement établies, mais les
indices environnementaux déclenchant
le début de la saison de reproduction
sont probablement différents selon les
espeéces : par exemple, la température
(OspiNa et al., 2013), les précipitations
(Saenz et al, 2006), la photopériode
(ScHaLk & Saenz, 2015), ou le cycle lunaire
(GraNT, CHabwick & Hatupay, 2009). |
existe différentes méthodes de suivi
des amphibiens : les méthodes dites «
invasives » qui requiérent de capturer les
individus (capture a la main, a l'aide de
pieges ou de barrieres) et les méthodes
«noninvasives » telles que les prospections
visuelles ou les suivis acoustiques. LADN
environnemental (ADNe) offre une
méthode de suivi non invasive alternative.
L'ADN environnemental est 'ADN libéré
dans |'environnement (eau, air, sol, féces)
par les étres vivants au travers de |'urine,
gametes, mucus, salive, cellules de la
peau, etc. |l permet donc d'identifier les
organismes présents dans un site sans
avoir a repérer visuellement/auditivement
ou capturer les individus au préalable.
Dans cette étude réalisée dans I'Est de
I'Ontario au Canada, nous avons concu
et validé une méthode pour détecter
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I’ADNe de la Rainette faux-grillon de
I'Ouest (Pseudacris triseriata, Encadré p.
131) a partir d’échantillons d'eau. Nous
avons ensuite comparé |'efficacité du suivi
par ADNe et du suivi acoustique a révéler
la phénologie de reproduction de cette
espece.

Matériels et méthode

La Rainette faux-grillon de I'Ouest passe
la majeure partie de sa vie sous la litiere
des feuilles et débris ligneux dans les
zones boisées (WHITAKER, 1971). Elle survit
a I'hiver grace a un cryoprotecteur qui
réduit la probabilité de geler lorsque
les températures sont inférieures a zéro
(Hicains & SwaNsoN, 2013) etne se manifeste
que pendant la saison de reproduction,
lorsque les males se positionnent a la

surface de |'eau dans les milieux humides
temporaires et peu profonds. lls émettent
alors des cris d'appel jours et nuits dans le
but d'attirer les femelles (WHiTAKER, 1971).
Les Rainettes faux-grillon de ['Ouest
sont notoirement difficiles a trouver et
a capturer, le moyen de suivi de cette
espece le plus efficace est donc de cibler
les males par suivi acoustique pendant
la saison de reproduction (BuckLey et al.,
2021).

Notre site d'étude (Round Field Marsh)
est un marais peu profond a la Station
Biologique de I|'Université Queen’s
(QUBS) dans I'Est de I'Ontario au Canada
(44.5175° N, 76.3883° O). Du 8 mars au
25 juillet 2022, nous avons enregistré pour
chaque heure I'humidité et la température
de l'air a l'aide d'un enregistreur HOBO

Figure 1.

Photo du site d'echantillonnage. La ligne blanche représente la délimitation du marais. « A »,
« b » et « C»indiguent les enregistreurs correspondants. Les « X » indiquent la localisation des
sondes mesurant la température de I'eau et de l'air respectivement. Les bouteilles numérotées
de | a 9 indiguent ou les échantillons d'eau ont ét¢ collectés.

Plume de naturalistes
133 -/ o0os



MX2303 ainsi que la température de |'eau
a I'aide d'un enregistreur HOBO UA-001-
08 (Figure 1). Nous avons téléchargé des
données sur les précipitations et la vitesse
du vent d'une station météorologique
AcuRite Atlassituéea 10kmdusited’étude.
Un drone DJI Mavic 2 Air a été déployé a
chaque séance d'échantillonnage d’ADNe
pour caractériser la couverture de glace et
neige du site au cours de la saison.

Nous avons placé trois enregistreurs
acoustiques passifs (Song Meters SM4,
Wildlife Acoustics) de part et d'autre du
marais le 8 mars 2022 (A, B et C : voir
emplacements sur la Figure 1), avant
le début de la saison de reproduction
alors que le marais était encore gelé
et recouvert de neige. Nous avons
enregistré les trois premieres minutes de
chaque heure et récupéré les données
aprés la fin de la saison de reproduction
(juillet 2022). L'enregistreur C a produit
des enregistrements discontinus et de
nombreuses données manquantes et a
donc été utilisé seulement pour compléter
I'information données par les deux autres
enregistreurs. Nous avons écouté et
inspecté visuellement les spectrogrammes
sur Kaleidoscope Pro 5.4.6 (Wildlife
Acoustics Inc) pour estimer le nombre
de méles émettant des cris d'appel. Les
Rainettes faux-grillon ont des cris avec
pulsations distinctifs et une fréquence
dominante a environ 3,5 kHz (Bee et al.,
2010; Nitvananba & Beg, 2011). Lorsque
nous avons estimé un nombre différent
de males entre les deux enregistreurs A et
B (en raison du bruit de fond et/ou de la
distance entre les males chantants et les
enregistreurs), nous avons utilisé la valeur
des deux la plus élevée.

Nousavonstransformél'activité acoustique
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en variable binaire pour chaque heure (1 :
cri(s) enregistré(s) pendant I'heure ; 0 : pas
decrispendant|’heure) de minuitle 31 mars
a 23 hle 12 avril lorsque |'échantillonnage
de I'ADNe a pris fin (plateau d'activité
du cheeur des maéles). A laide d‘un
modele linéaire généralisé (GLM, famille
quasibinomiale) nous avons exploré le lien
entre les variables environnementales et
I"activité acoustique horaire : température
de l'eau (°C), humidité relative (%), taux
de précipitations (mm/h), vitesse du vent
(km/h) et activité au cours de |'heure
précédente (1 : cri(s) enregistré(s), 0 : pas
de cris) pour tenir compte de la potentielle
non-indépendance des données. Nous
n‘avons pas inclus la température de |air
dans le modeéle parce que la température
de l'air était fortement corrélée a celle de
I'eau (corrélation de Spearman = 0,7) et
les rainettes faux-grillon males appellent
généralement a la surface de |'eau.

Conception et validation.
Nous avons concu et validé une méthode

par ADNe ddPCR pour cibler la Rainette
faux-grillon de ['Ouest présentant le
mitotype P. maculata (Encadré p. 131).
Notre couple d’amorces et sonde TagMan
ciblent une code-barre ADN de 196 paires
de bases du géne cytochrome b. Ce court
fragment nous permet de distinguer la
Rainette faux-grillon des autres espéces
d’amphibiens  mais  également de
distinguer les deux mitotypes de Rainette
faux-grillon (P. triseriata et P. maculata).
Nous avonsvalidé notre approche i) in silico
en utilisant les séquences d'amphibiens
présentes dans les bases de données
publiques, ii) in vitro en utilisant de ’ADN
des espéces d'amphibiens co-occurrentes
et du mitotype P. triseriata, et iii) in vivo en
utilisant des échantillons d'eau prélevés
dans neuf sites ou la présence/absence
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de la Rainette faux-grillon présentant le
mitotype P. maculata est connue. Enfin,
nousavonsdéterminé lalimite de détection
(LOD) et de quantification (LOQ), c’est-a-
dire la concentration d’ADNe la plus faible
que l'on puisse respectivement détecter
et quantifier avec confiance (Kiymus et al.
2020, Brys et al. 2021).

Echantillonnage d’eau, filtration et
laboratoire.
Le protocole utilisé pour détecter 'ADNe
de la Rainette faux-grillon a partir des
échantillons d’eau est composé de quatre

étapes principales (Figure 2) :

1) I"échantillonnage tous les deux jours
d’'entre trois et neuf échantillons de 1L
d’eau a chaque session d’échantillonnage
(nombre d'échantillons environ
proportionnel a la surface du marais
exempte de glace) pour un total de 56
échantillons ;

2) la filtration de l'eau ;

3) I'extraction de I'’ADN a partir des filtres ;
4) I'amplification du code-barre par PCR
digitale en gouttelettes (ddPCR) en triple
réplicats indépendants.
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1. Echantillonnage. Nous avons collecté de 3 a 9
échantillons d’eau tous les deux jours du 23 mars au
12 avril dans ce marais. Aucun échantillon n'a été
prélevé les 29 et 31 mars lorsque la surface de lI'eau a
gelé de nouveau en raison dune chute des
températures en dessous de 0°C. Tout I'équipement a
été décontaminé avant et aprées I'échantillonnage avec
une solution d’eau de Javel a 10 % puis de l'eau
distillée. Les gants stériles ont été changés entre
chaque échantillons d’eau. Les échantillons ont été
stockés individuellement dans des sacs de congélation
et transportés au frais dans une glaciére jusqu’au
laboratoire pour filtration.

2, Filtration. Les échantillons d’eau ont été filtrés dans
les 6 heures suivant I'échantillonnage a l'aide d’'une
pompe péristaltique. Tout I'équipement de filtration a
été décontaminé avant et aprés chaque échantillon
pour éviter les contaminations.

3. Extraction ADN. L’ADN a été extrait de chaque
filtre dans une hotte décontaminée au préalable avec
une solution de javel et une exposition de 20min aux
UV. L'ADN a ensuite été stocké a -20°C jusqu’a la
prochaine étape.

4. ddPCR. La ddPCR est une technologie récente qui
permet une quantification absolue de 'ADN dans un
échantillon. Chaque échantillon est fractionné en
environ 20 000 gouttelettes de tailles et volumes
uniformes. Lors de I'amplification par PCR dans
chaque gouttelette, le code-barre va émettre de la
fluorescence (représenté en vert sur la figure) grace a
une sonde. Aprés la PCR, un logiciel quantifie la
proportion de gouttelettes positives a 'ADN de la
Rainette faux-grillon (i.e. gouttelettes qui émettent de
la fluorescence) ce qui permet destimer la
concentration initiale de ’ADNe dans I'échantillon.

Figure 2.

Protocole d'analyse
de I'ADNe dans les
¢chantillons d'eau
1) ¢chantillonnage
du site. Le « N » in-
dique le Nord et les
bouteilles numérotees
de | & 9 indiquent

ou les ¢échantillons
d'eau ont ¢t¢e collec-
tes ;

2) filtration de l'eau
a laide d'une pompe
péristaltique ;

3) extraction de
I'’ADN ;

4) ddPCR : amplifica-
tion du code-barre
et quantification de
la concentration
de [ADNe. Chague
disque représente
une gouttelette : les
gouttelettes  grises
sont negatives (pas
dADN de la Rai-
nette faux-grillon)
et les gouttelettes
vertes eémettant de
la fluorescence sont
positives. Leclair vert
illustre  I'émission de
fluorescence.



Résultats et discussion

Bien que plus de 90 % du marais soit
encore recouvert de glace (Figure 3),
nous avons enregistré le premier male
actif le 31 mars a 19h a la suite d'un apres-
midi pluvieux et des températures se
rapprochant des 10°C (Figure 4). Les cris
du méle étaient évidents sur I'enregistreur
B mais pas A ce qui suggére que le male
a chanté pres du coté Est du marais ou
I'eau a dégelé en premier. Aucun autre
chant n'a été entendu jusqu'au 2 avril

15 Mars 2022

06 Avril 2022

T T -l

(deux males enregistrés a 18h et un
male a 20h) qui a montré des conditions
météorologiques assez similaires au 31
mars (Figure 4). Lactivité des males a
ensuite été intermittente jusqu’au 12 avril
a partir duquel le cheeur est resté continu
jours et nuits (Figure 4). Le nombre de
créneaux horaires pour lesquels des cris
ont été enregistrés a augmenté avec la
température de I'eau (p < 0,001) mais n'a
pas été affectée par I'humidité (p = 0,801),
les précipitations (p = 0,236) ni la vitesse
du vent (p = 0,067).

31 Mars 2022 ;

T [

=i K

12 Avril 2022

g

Figure 3.
Evolution de la couverture neigeuse du site le 15 Mars, 31 Mars, 06 Avril et 12 Avril. Les photos ont été prise le matin
(entre 10h et 12h) & 200m d'altitude & l'aide d'un drone.
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La premiere détection positive d’ADNe a
eu lieu le 6 avril, soit six jours apres que le
toutpremiermale actifait été enregistré par
suivi acoustique (Figure 4). Ce décalage
temporel entre les deux méthodes n’est
pas inattendu : le premier méle a chanté
dés que le marais a commencé a dégeler
et on pourrait s'attendre a ce qu'il faille du
temps pour que des quantités suffisantes
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06 Avril 08 Avril 10 Avril

d’ADN soient relachées dans |'eau. Ceci
est d'autant plus probable que la quantité
d’ADNe est initialement limitée par la
petite masse corporelle de cette espece
(< 19), son comportement (utilisation de
la végétation flottante), un nombre initial
faible d'individus actifs dans |'eau avec
des températures qui varient autour de
0°C (gel/dégel de la surface de I'eau). Les

12 Avril




anoures et les salamandres se reproduisant
plus tard dans I'année, et/ou ayant une
plus grande masse corporelle auraient
probablement des taux de détection
d’ADNe plus élevés (PiLiop, GOLDBERG,
ARKLE ET WAITS, 2014; GOLDBERG et al., 2016;
GOLDBERG, STRICKLER & FREMIER, 2018).

Le nombre d'échantillons positifs et la
concentration de [’ADNe ont ensuite
augmenté avec lactivité des males,
suggérant que globalement a |'échelle
du site I'ADNe pourrait étre un indicateur
raisonnable delataille etdel’'emplacement
des males, et potentiellement des femelles
quinevocalisentpas(EverTetal., 2021). Nos
données d’ADNe ont également révélé
des patrons spatiaux fins intéressants qui
peuvent étre plus difficiles a obtenir avec
des enregistrements acoustiques a cause
du vent ou du chevauchement des cris de
males. Par exemple, nous avons détecté
deux fois la Rainette faux-grillon du coté
Est du marais (localités 3 et 5) alors qu'aux
localités 1, 2, 6 et 7, aucun échantillon
n'a été positif au cours de cette étude.
Cette hétérogénéité au sein du site
pourrait s'expliquer par une différence
dans le nombre d'individus actifs (plus
d’ADNe excrété dans certains localités
que d'autres). Cela pourrait également
s'expliquer par les propriétés lentiques
du site et notamment la végétation qui
peut grandement limiter la circulation
de l'eau et donc d'une part réduire la
dispersion de I'’ADNe et d'autre part
créer des différences physico-chimiques
qui impacteraient la persistance de
I’ADNe dans |'eau (GOLDBERG, STRICKLER &
FrRemiEr, 2018; SHAckLETON et al., 2019).
Un échantillonnage spatial et temporel
intensifde|’ADNe estdoncnécessaire pour
effectuer des relevés précis des espéces,
notamment lorsque les abondances sont
faibles (GoLpBerg et al., 2016; GOLDBERG,
STRICKLER & FREMIER, 2018).
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Il est cependant important de noter que la
présence d'inhibiteurs de PCR dans I'eau
a potentiellement mené a de faux négatifs
(échantillons négatifs a la Rainette faux-
grillon alors qu'elle est présente) et a
une sous-estimation des concentrations
d’ADNe. Les inhibiteurs de PCR, tels
que les acides humiques naturellement
présents dans I'eau du marais, peuvent
limiter I'amplification du code-barre et/
ou l"émission de fluorescence lors de la
ddPCR. Les conditions météorologiques
peuvent également influencer le succes
de détection. Par exemple, les activités
de reproduction chez certaines especes
d’amphibiens sont déclenchées par
les précipitations mais nos données
suggerent que les précipitations peuvent
également diluer '’ADNe et réduire les
probabilités de détection. En effet, aucun
ADNe de Rainette faux-grillon n'a été
détecté le 8 avril, malgré une activité
du choeur de males dans le marais la
veille et un échantillon positif le 6 avril
(Figure 4). La pluie intense de la journée
et soirée de la veille pourrait avoir dilué
I'’ADNe déja présent en faible quantité
dans 'eau, le rendant indétectable. Ainsi,
I"échantillonnage répété au fil des jours et
la collecte de variables abiotiques telles
que les précipitations sont importants
pour interpréter les résultats (Buxton et al.,
2017; Akre et al., 2019).

Conclusion

Les suivis acoustique et d'’ADNe ont
montré que la saison de reproduction
de la Rainette faux-grillon a commencé
au tout début du printemps, lorsque la
température de |'air était basse et que le
marais commencait tout juste a dégeler
(WHTaker,  1971).  Lapproche ADNe
ddPCR s’est avérée efficace pour détecter
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la Rainette faux-grillon a faible abondance
dans un marais peu profond, méme
lorsque seuls quelques males chantaient.
Cependant, la surveillance acoustique
reste la méthode la plus efficace pour
étudier la phénologie de cette espéce :
I'’ADNe n'a pas pu révéler la présence
de la Rainette faux-grillon avant ou en
méme temps que les enregistrements
acoustiques pour de multiples potentielles
raisons : faible biomasse de I'espéce, eau
du marais majoritairement gelée, systeme
lentique fragmenté par la végétation,
inhibiteurs de PCR (ex. acides humiques
provenant des plantes). Nos résultats
impliquent  cependant qu'avec une
couverture d'échantillonnage  spatiale
suffisante, I'’ADNe peut étre une approche
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efficace pour détecter la Rainette faux-
grillon avant la ponte et 'émergence des
tétards (ByLemaNns et al. 2016; Buxton et
al., 2017; DunN et al., 2017; Everts et al.,
2021) et serait une alternative intéressante
pour des espeéces d'amphibiens qui ne
vocalisent pas ou dont les cris sont a peine
perceptibles (par exemple, la Grenouille a
griffes africaine Xenopus laevis).
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