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Introduction

Les populations d’éperlans arc-en-ci€s(merus mordgxdu fleuve St-Laurent sont issues de
deux races glaciaires; la race Acadienne (aussléplade A) et la race Atlantique (clade B).
Le nom des races fait référence au refuge qu’elldsoccupé durant la derniere glaciation ainsi
gu’a l'identification des haplotypes d’ADN mitochdmal qui les caractérisent respectivement.
Lors du retrait des glaces, ces deux races onhis@lde fleuve Saint-Laurent par le biais de
routes différentes, soit par les rivieres de ldéeate I'Hudson — lac de Champlain (Etats-Unis)
pour la race Atlantique et par le golfe du SaintHiesat pour la race Acadienne. Les deux races se
sont ensuite mélangées dans I'estuaire moyen duefl8aint-Laurent entrainant la formation de
deux populations, soit la population de la rivedhRN) et la population de la rive sud (PRS).
Celles-ci different au niveau de la proportion desix races glaciaires. La PRN est composée a
87.1% d’individus de la race Atlantique (B) et R¥ est composée de a 80.9% d’individus de la
race Acadienne (A) (Bernatchez et Martin 1996).

La PRS est désignée comme espéce vulnérable endetta Loi sur les espéces menacées ou
vulnérables du Québec depuis 2005 (Trencia et, @004). L’abondance de cette population
anadrome a considérablement diminué au cours datetdernieres années. La disparition de
sites de reproduction et la vulnérabilité des fragéexistantes sont responsables de la fragilité de
la population. Jusqu’a récemment, les seules fesyeéncore utilisées étaient situées dans quatre
tributaires du fleuve sur la rive sud (Ruis. deglige, R. Ouelle, R. Fouquette et R. du Loup).

Des inventaires réalisés depuis 2005 démontrenteftna I'existence d'une frayere dans
I'estuaire du fleuve Saint-Laurent a proximité disseau de I'Eglise, tributaire exploité par la
PRS et ou un incubateur est actuellement employé guppléer la production de larves de la
PRS. Il a été proposé que cette frayere a ménteales-fonds de I'estuaire pourrait étre utilisée
par des individus qui appartiennent a la PRS (té&tsuén cours de vérification). L'abondance de
larves capturées atteint son maximum au site @raojiet terminal méthanier Rabaska et de
Beaumont. L'observation d’ceufs d’éperlans dans éenm secteur, faite en 2007 et 2008 dans le
cadre d’inventaires effectués par une firme de wabasts, confirme la présence d’'un site de
reproduction. Les travaux portant sur la génétides larves en dévalisons dans ce secteur en
2007 et 2008 on cependant généré des résultaggetits : en 2007 il semblerait que les larves
appartiennent exclusivement a la PRS (Brisson-Bamén2008; Thériault, 2007) alors qu’en
2008 elles appartiennent en grande majorité a Md fFté et Bernatchez 2009).

En 2009, le MRNF a poursuivi l'inventaire des laBéperlan dans le secteur de Beaumont afin
de préciser le secteur effectivement exploité paPRS pour la reproduction et de mesurer la
variabilité annuelle de la production larvaire desite. Les objectifs du projet a long terme sont
d’identifier et de caractériser les habitats deefustilisés par les éperlans arc-en-ciel de la PRS
dans le secteur de I'estuaire a la hauteur de Beauet d’évaluer I'importance relative des sites

de fraie de cette population.

La présente étude a pour obijectif principal d’estia contribution des populations PRS et PRN
au sein d’échantillons de larves d’éperlans arcieheapturées dans le fleuve Saint-Laurent en
2009. Etant donné qu’il est impossible de détermiisuellement & quelle population un
individu au stade larvaire appartient, des analysekculaires sont utilisées. Notamment une
analyse de restriction sur un fragment de I'’ADN auiitondrial permet de déterminer si un
individu appartient a la race Acadienne (clade A)adla race Atlantique (clade B). Lorsque les



larves sont ainsi identifiées, une analyse de staunkte permet de déterminer quelle est la
contribution de la PRN et de la PRS dans I'échantiinalyseé.

Méthode

Le clade mitochondrial (A ou B) a été identifié pdid8 larves et 19 ceufs d’éperlan arc-en-ciel
provenant de cing échantillons récoltés dans lavéieSaint-Laurent en mai 2009 a Beaumont,
Neuville et Deschambault. Ces larves ont été captutes 4, 6,7 et 8 mai 2009. La méthode
décrite par Pigeon et coll. (1998) et adaptée etiteéépar Lecomte et Dodson (2004) a été
utilisée. Cette méthode comprend trois grandesstap

1- Extraction de I'ADN

La premiére étape des manipulations en laboratmrsiste a extraire 'TADN génomique des
larves. L'ADN génomique a été extrait selon la méth « Quick-lysis » (Olsen et cgllL996).
Les larves ont été digérées danal5fune solution de « Quick extract » a une tempgeade
37°C pendant une période de 12h. Un choc thermilgu#5 min & 95°C a ensuite été effectué

,,,,,

2- Amplification de '’'ADN mitochondrial

Pour chaque individu, un fragment de 288 pairesbdse (pb) du géne ND6 de I'ADN

mitochondrial a été amplifié par une réaction dépérase en chaine (PCR). Un volume de
2,511 d’ADN provenant de la solution d’extraction a éi@lisé pour la réaction. Les détails

techniques et les recettes pour I'étape d’amptificesont présentés a I'annexe 1.

3- Digestion de la région amplifiée

Par la suite, le fragment amplifié est digéré akmazyme de restrictiode 1 pendant 12h a
37°C. Les détails techniques et les recettes péiape de digestion sont présentés a I'annexe 2.
Cette enzyme coupe I’ADN lorsgu’elle rencontre sagquence nucléotidique particuliere (Figure
1). Le fragment amplifié chez la race Atlantiguade B) posséde un site de reconnaissance pour
'enzyme Ddd tandis que le fragment de la race Acadienne é&layl en possede deux. Pour
visualiser 'ADN digéré, une migration sur un gé&ghrose 2% a d’abord été effectuée. Ensuite,
le gel a été exposé aux rayons UV. L'exposition eayons UV fait apparaitre sur le gel des
bandes correspondant aux fragments d’ADN produds lp digestion. Ainsi, lors de la
visualisation du produit de la digestion sur gedgdirose, nous détectons toujours deux bandes
pour les échantillons de la race Atlantique (cl&)e(200 et 88pb) et trois bandes pour les
échantillons de la race Acadienne (clade A) (18 eB850pb) (Figure 2). Des échantillons de
références ont été employés pour confirmer lesopatde migration (Atlantique — groupe B-

« pur » en provenance de la riviere Richelieu; Amage — groupe A - « pur » en provenance du
lac Squam).
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Figure 1. Site de reconnaissance de I'enzyme de restriCiateh.
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Figure 2. Photo de digestion de 'ADN mitochondrial aveenzymeDdd. Fleuve 1 et 2
illustrent le produit de la digestion des larvegparlans du site de Beaumont. Fleuve 3 représente
le fragment de 288pb du gene ND6 de 'ADN mitochiadchon digéré. Riv. Richelieu illustre le
produit de digestion d’échantillons de référenaeéd’ population pure de race glaciere Atlantique
(clade B) tandis que le Lac Squam illustre le pibde digestion d’échantillons de référence
d’une population pure de race glaciére AcadientaslécA) (Bernatchez, 1997).



Résultats

La race glaciere a été identifiee chez 108 lantel9eneufs d’éperlans arc-en-ciel (Tableau 1).
Pour un site donné, le nombre total de larves adaly est inférieur a 25 et correspond au nombre
total de larves disponibles et analysables. Parefliesci, seulement 27 (13,5%) au total
appartiennent a la race glaciaire Acadienne (cldet donc 86,5% appartiennent a la race
glaciaire Atlantique (clade B). Ces proportionststnés semblables, sinon quasiment identiques
aux proportions des deux clades rapportées daranteles antérieures pour la PRN (87% B vs.
13% A). Dépendamment des sites d’échantillonnag@olurcentage d’individus appartenant au
clade A varie entre 0 et 32,0%.

Date Site Echantillon Clade | Clade | Total
A B
01/05/2009 et | Beaumont 1 1 24 25
04/05/2009
06/05/2009 et | Deschambault 2 3 22 25
07/05/2009
07/05/2009 et | Beaumont 3 3 22 25
08/05/2009
06/05/2009 et | Neuville 4 1 15 16
08/05/2009
08/05/2009 Deschambault 5 2 15 17
1-4/05/2009 Beaumont 1 1 14 15
(ceufs)
8-25/05/2009 Neuville 2 0 4 4
(ceufs)
Total 11 116 127

Tableau 1.Information et identification de la race glaciéles larves d’éperlans selon le test de
digestion de 'ADN mitochondrial par I'enzyme destgction Ddel. Clade A = race glaciaire
Acadienne, Clade B = race glaciaire Atlantique.

Une analyse de stock mixte (MS) permet de détemajuelle est la contribution de la PRN et de
la PRS dans nos échantillons, en utilisant la féensuivante (Bernatchez et coll., 1995):

X = (Pm-P2)/(P1-P2)

ou Pm est la fréquence du clade A dans I'échantdioalysé et P1 et P2 la fréquence du clade A
dans les populations de référence, soit PRS (0,80BRN (0,129) respectivement. En absence
d’effet de variance lié a un faible échantillonnagette analyse donne un chiffre se situant entre
0 et 1. Il faut aussi tenir compte du fait quedsimations de proportions de fréquence des deux
clades dans les deux populations remontent mainteénglusieurs années et il se pourrait que
celles-ci aient Iégérement fluctué ce qui pourmissi affecter faiblement I'estimation de

proportions. La multiplication par 100 de ce chlaffrermet d’obtenir le pourcentage d’individus

de la PRS dans I'échantillon. L'analyse de stocktena été menée pour tous les échantillons.



Ces analyses révelent une contribution de la PR&ntaentre -19,0 et -7,0% dépendamment des
échantillons (Tableau 2). En raison du faible namibe larves pour les échantillons 4 et 5, ces
deux échantillons ont été regroupés pour les amalge stock mixte. Les valeurs inférieures a
0% et supérieures a 100% s’expliquent par l'errdi@gchantillonnage qui est associée a
I'estimation (X) compte-tenu des nombres relativetiaible d’individus. (Pigeon et coll., 1998).
Dans ces cas, les échantillons associés a unerviaféunieure a 0% ou supérieure a 100%
devraient alors étre considérés comme représedtatié ou I'autre des populations pures.

Date Site Fréquencg Fréquence| Contribution | Contribution
clade A (%) | clade B (%) | de la PRS (%) de la PRN (%
01/05/2009 et | Beaumont
04/05/2009 4.0 96,0 -13,1 113,1
06/05/2009 et | Deschambault
07/05/2009 12,0 88,0 -7,0 107,0
07/05/2009 et | Beaumont
08/05/2009 12,0 88,0 -7,0 107,0
06/05/2009 et | Neuville/
08/05/2009 | Deschambault % 90,6 9,6 109.6
08/05/2009 Beaumont 6.7 933 12,2 112.2
(ceufs)
1-4/05/2009 Neuville 0 100 19,0 119.0
(ceufs)

Tableau 2. Analyse de stock mixte (MS) pour chaque échantii@perlans arc-en-ciel capturés
dans le fleuve Saint-Laurent en 2009.



Conclusions

Les analyses effectuées révelent que le pourcemtaggividus appartenant au clade A varie
entre 0 et 12,0% et que la contribution de la PR& dhacun des échantillons varie entre -19,0 et
-7,0%. Il semble donc qu’en I'ensemble des lartesdes ceufs capturés en 2009 appartiennent a
la PRN. Ce résultat identique a I'année 2008 andese questionner sur la variabilité temporelle
de la représentation des diverses populations qaartlarves capturées aux alentours de
Beaumont. En 2007, deux études ont identifieesane contribution de la PRS aux échantillons
recueillis. La premiére étude basée sur des largeseillies lors des travaux d’évaluation
environnemental pour le projet Rabaska (GENIVAR)(a déterminé une forte contribution de
larves de la PRS (75% de 28 individus analysésusuiotal de 248 larves capturées) dans un
échantillon recueillis au-dessus des sites de d#éposies ceufs (Thériault, 2007). La deuxieme
étude portant sur des larves capturées dans larmld’'eau, de Québec a Beaumont, en 2007
(Brisson-Bonenfant, 2008) a conclu a la prédomieathe larves de la PRS partout dans la zone
d’étude. Les conclusions de cette derniére étudeedb cependant étre interprétés avec une
certaine caution car l'analyse moléculaire fut kdagse (Brisson-Bonenfant, comm. pers.),
probablement relié a des problémes de conservdésréchantillons qui ont affecté la qualité et
la quantité d’ADN. L'ensemble des données molécesairecueillies a ce jour sur les larves
dérivant a proximité de I'incubateur de Beaumontrdi donc étre synthétisé et ré-analysé pour
tirer des conclusions robustes sur la contributies deux populations d’éperlans au nuage
larvaire dérivant dans I'estuaire fluvial et suadpartenance des sites de fraie identifiés sur les
hauts-fonds a proximité de I'incubateur de Beaunfansseau de I'Eglise).
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Annexe 1
Protocoles utilisés pour les amplifications du gRie6

Solutions requises :

Tampon 5X (100 mM Tris-HCL pH 9; Triton X-100 1%00@mM KCL)
MgCl; : 25 mM

Amorces: 10 pyM

dNTP : 2,5 mM

Taq polymérase : 5U/ul

ADN : 10-20 ng/ul

OO WNPE

Une région de 288 paires de bases du gene NDGA@NI'mitochondrial a été amplifiée. Les
quantités en microlitres (ul) des solutions de depecessaires aux réactions PCR sont
présentées ci-bas pour une réaction. Pour cha@seédctions PCR, le volume final était de 11
ul (8,5 ul du mélange et 2,5 pl d’ADN).

ND6 X1
5X 2
MgC|2 0,7
dNTP 0,8
ND56R250 0,5
ND56R450v 0,5
H20 5,3
Taq 0,2
ADN 2,5

Les conditions lors de la PCR étaient les suivantes
Programme ND6

2min @ 95°C (1 min @ 95°C; 1 min @ 48°C; 1 minf@C), 5 min @ 72°C



Annexe 2

Protocoles utilisés pour la digestion du fragmeRP
Solutions requises :

1 PCR
2 Tampon 10X (100 mM Tris-HCL pH 9; Triton X-1086; 500mM KCL)
3 Ddd: (10U/ul)

Les quantités en microlitres (ul) des solutionsddpart nécessaires aux réactions de digestion
sont présentées ci-bas pour une réaction. Pouuchates réactions de digestion, le volume final
était de 12,2 pl (2,2 pl du mélange et 10 pl ded®).

X1
10X 1,2
PCR 10
Ddd 1

Les conditions lors de la digestion étaient leganties :
ProgrammeDigestion

12h @ 37°C



