
Olivier Marchal – Pnr Haute Vallée de Chevreuse

Nicolas Pollet - Laboratoire Evolution Génome Comportement et Écologie 

Rencontres naturalistes d'Ile-de-France - 05 décembre 2020

La diversité du microbiome des amphibiens : un autre 

aspect de  la biodiversité des mares.



Triton crêté et N2000

à Rambouillet

Etat des connaissances sur la densité de Triturus cristatus : 

● Dans le docob seulement 12 mares situées en ZPS

● En 2017, 17 mares connues recensées (ONF+ Cettia)

● Données alentour et sur le massif beaucoup plus nombreuses

● Inventaires complémentaires nécessaires

2 ZSC (2750 ha)
Forêt de Rambouillet
Tourbières & prairies tourbeuses de la forêt d’Yveline



Partenariat 

CNRS / PNR / ONF

● Connaissance terrain ONF

● Objectifs N2000 pour le PNR

● Récoltes d’échantillons sur les grands Tritons pour CNRS

● Mise en commun matériel CNRS/PNR : 18 amphicapts et 12 nasses filet

 Possibilité d’inventorier 10 mares par soirée / 2 sessions par an

 Depuis 2018, 60 mares inventoriées / protocole SHF



Protocole

● Repérages sites, autorisations d’inventaires 

● Désinfection matériel

● Disposition des pièges en soirée - 3 pièges par mare

● Récupération des pièges et comptage le lendemain matin.

● Tritons relâchés ou conservés 2 jours par CNRS si prélèvements en 

laboratoire puis relâchés dans leur mare d’origine.

● Désinfection matériel



Triton crêté
Triturus cristatus

● Ajout de 10 nouvelles mares dans le périmètre ZSC

● Populations plus fortes dans secteurs déjà connus

● 4 nouveaux secteurs de présence sur la massif Rambolitain

● Espèce mares prairiales mais populations strictement forestières au 

cœur du massif

Triturus cristatus - mâle – coloration ventrale type



Triton marbré
Triturus marmoratus

● Rambouillet bastion régional de l’espèce (avec Fontainebleau)

● Large répartition sur le massif (données anciennes, ponctuelles)

● 12 nouvelles mares à T. marbré recensées, uniquement massif Ouest

● Aucune données hors secteurs forestiers

Triturus marmoratus - femelle – coloration ventrale type

Triturus marmoratus - mâle



Triton de blasius
T. cristatus x T . marmoratus
Triturus blasii

● Donnée régionale dans une mare de Rambouillet (1995, 2008 ONF)

● 4 femelles observées en 2020

● Femelles type marmoratus à coloration ventrale type de cristatus

● Dans 3 mares (Gambaiseuil et Gambais)

● Autres secteurs potentiels sur réseaux de mares avec T. crêté et T. 

marbré



Triturus x blasii - femelle Mare 78263-48
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Communautés de 

protistes  

dans les mares

● Grande variabilité spatiale et temporelle des communautés 

de protistes, mais saisonnalité (Simon et al, 2016).

● Peu d’explications apportées par les facteurs abiotiques

● Les amphibiens comme acteurs importants dans ces milieux. 

(Katrin, 2015) 



Microbiomes

d’amphibiens 

Des protistes colonisent la gangue entourant un embryon 
d'amphibien

Photo : Nicolas Pollet, 2015

● Un modèle d’étude des relations 

hôtes-parasites chez les vertébrés 

(Smyth et Smyth, 1982)

● Batrachochytrium et les enjeux de 

connaissance en éco-immunologie 

(Rollins-Smith et Woodham, 2011)

● L’individu écosystème (Foster, 2017)

● Rôles des microbiomes dans les 

écosystèmes (Trousselier et al., 2017) 
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Hypothèses

Les amphibiens peuvent participer à la 

résilience des petits écosystèmes aquatiques 

en tant que :

● Réservoirs 

● Ressources 

● Vecteurs

Problématique

1. Dans quelles mesures le microbiote eucaryote 

des amphibiens correspond aux communautés 

de protistes libres dans l’eau ?

2. Quelles fonctions écologiques traduisent ces 

relations ? 



Récolte de microbiotes d’amphibiens 

et construction des données de métagénomique

13

Mare Nasses 

Ortmann 

-Rinçage

-Frottis cutanés

Récolte de 

fèces (inédit)Eau 

de source

● 3 passages / printemps

● 4 Anoures ; 3 Urodèles

● 3 stades de développement

1L

Filtration à 

0,22 microns

Isolation

48h

Pipetage

Méthodes



Récolte de microbiotes d’amphibiens 

et construction des données de métagénomique

6

Mare Nasses 

Ortmann 

-Rinçage

-Frottis cutanés

Récolte de 

fèces (inédit)Eau 

de source

● 3 passages / printemps

● 4 Anoures ; 3 Urodèles

● 3 stades de développement

Extraction 

ADN

Amplification

18S

Séquençage

multiple

Démultiplexage

Nettoyage

Regroupements

Filtrations

Affiliation taxonomique

Ech.1 Ech.2

OTU.1 728 lectures 5270

OTU.2 464 57

Table d’abondance des protistes
OTU :

Operational 

Taxonomic 

Units

1L

Filtration à 

0,22 microns

Isolation

48h

Pipetage

Méthodes



Analyse

Préalable

1L

8 Fèces
Triton crêté adulte
Triturus cristatus 

Têtards de grenouille verte
Pelophylax sp. 

8 Contenus 

intestinaux

8 Frottis cutanés

2 filtrations 

à 0,22 microns

Échantillons pilotes (Mailys Gauthier, 2016)

Eau de la mare
prélevée dans les nasses



Analyse

Préalable

Courbes de raréfaction de la diversité dans chaque échantillon. En 

pointillés la standardisation sur la base du plus petit échantillon.

Table d’affiliation pour les 288 OTU retenus. En gris les données manquantes

1L

8 Fèces
Triton crêté adulte
Triturus cristatus 

Têtards de grenouille verte
Pelophylax sp. 

8 Contenus 

intestinaux

8 Frottis cutanés

2 filtrations 

à 0,22 microns

Échantillons pilotes (Mailys Gauthier, 2016)

Eau de la mare
prélevée dans les nasses



Diversité des OTUs



Microbiotes

Partagés

Le partage de protistes 

● 40% des OTU constantes chez les 

amphibiens sont partagées avec l’eau.  

● Dominants partagés / rares en 

prévalences hétérogènes.  

● Relations potentielles variées (libres, 

parasites, commensaux, mutualistes,  

trophie)

Diagramme de Venn des OTUs coeurs partagés entre  type d’échantillons 

eau

Tube digestif

Peau

Crottes



Abondance des différents phyla

Parasites: coccidies, grégarines

Levures, moisissures

Champignons 

aquatiques saprophytes 

ou parasites

Ciliés

Parasites aquatiques

Algues

Algues, plantes

Ce qui reste à décrire !



Apicomplexa
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Coccidies : 

T. cristatus : Eimeria arnyi

Pelophylax: Eymeria reichenowi

T. cristatus: Goussia sp.

Pelophylax sp: Goussia sp.

Gregarines:

Stenophora robusta

Jirku et al. Protist. 2009

Têtards

Tritons



Observations 

protistes libres 

7/10

Courbe d’abondance des Apicomplexés 

dans l’étude de Simon et al., 2015



Ichthyosporea
Mesomycetozoa
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1.000
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unknown species
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0.367

0.655

1.000

Psorospermium haeckeli

unknown species

unknown species

unknown species

unknown species

Amoebidium parasiticum

Multi-affiliation

Anurofeca sp.

unknown species

Abundance

1

5

25
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SampleType

a

a

a

a

Feces

Skin

Tadpole

Water

Amoebidiales

Amoebidium parasiticum

Paramoebidium sp

Figs. 11.39A and 11.39C from Lichtwardt, 1976

Têtards



Observations 

protistes libres 



Travaux en cours

● Élargissement du 

spectre de protistes 

détectés 

● Une meilleur résolution

taxonomique  

● Une expérience  sur la 

causalité

● Les différences entre 

phase terrestre et 

aquatiques

Effectifs échantillonnés en 2018 

sur les 5 mares suivies par le laboratoire ESE 



Discussion
-

Bilan

● Une importante perméabilité entre microbiome

d’amphibien et eau (Colston et Jackson, 2016)

● Un échantillonnage à considérer : effectifs et ADN. 

Des rôles possibles dans la résilience des communautés de 

protistes ? 

● Les rapports d’abondances indiquent un double sens

des échanges :

-Du microbiote interne vers l’eau 

-De l’eau vers le microbiote externe et inversement. 

● Entre sélection et émission (Walke et al., 2014)

Têtard de grenouille agile



Les empreintes 

ADN des parasites 

dans 

l’environnement

Vers le diagnostic des populations
d’amphibiens d’après leurs empreintes de
parasites
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0.914
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0.937
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0.826
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0.990
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0.944

0.063

0.609
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0.174

1.000

0.608

Tokophrya

Telotrochidium

Paraurostyla

Chilodonella

Trichodinella

Pseudouroleptus

Cristigera

Ophryoglena

Frontonia

Stylonychia

Nyctotherus

unknown genus

Paramecium
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unknown genus
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unknown genus

Multi-affiliation

Spirostomum
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Conclusions

● Un partage de protistes effectif

● Des relations originales pour une 

espèce emblématique

● Les macro-organismes comme 

acteurs dans la  microbiodiversité

● Les microbiomes en écologie

● Les microbiomes en biologie de la 

conservation



Merci pour 

votre 

attention
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