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Résumé

Points-clés du projet :

• Nombre d’échantillons : 144
• Type d’échantillons : filtrations aquatiques (capsules Waterra)
• Groupes taxonomiques ciblés (et marqueurs associés) : Décapodes (Deca01), Élas-

mobranches (Elas02), Téléostéens (Fish16S), Mollusques (Moll02)
• Approche utilisée : metabarcoding ADNe

Résultats en bref :

• Taxons les plus représentés : Paratrypaea bouvieri (Deca01), Mulloidichthys fla-
volineatus (Fish16S), Pateobatis hortlei (Elas02), Tylomelania (Moll02)

• Nombre de taxons identifiés pour chaque marqueur :

227
185

306

488

Deca01 Elas02 Fish16S Moll02
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Argaly

Argaly est une société spécialisée dans les analyses de biodiversité à partir d’ADN envi-
ronnemental (ADNe), c’est-à-dire l’ADN extrait à partir d’échantillons prélevés dans l’en-
vironnement [1]. La mission d’Argaly est de proposer des outils innovants et non-invasifs
pour obtenir des informations taxonomiques ou fonctionnelles dans les écosystèmes [1]. Do-
tés d’un laboratoire d’analyses et d’un pôle bioinformatique, nous dressons des inventaires
et détectons des espèces cibles, afin de mieux connaître la biodiversité qui nous entoure, et
ainsi mieux la préserver.
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Contexte et objectifs de l’étude

Dans le cadre d’un projet de préservation et restauration de la biodiversité marine, Odys-
seo, premier aquarium de l’Ile Maurice, a sollicité Argaly afin de réaliser des analyses multis-
pécifiques par l’approche ADN environnemental. Trois sites ont fait l’objet de prélèvements
aquatiques (Le Morne, Coteau Raffin et Case Noyale) dans quatre habitats différents (man-
groves, herbiers, bancs de sables proches des herbiers ou des mangroves) à chaque saison pen-
dant un an, afin d’y caractériser les communautés de poissons, élasmobranches, mollusques
et crustacés. Le présent rapport détaille les méthodes utilisées et les résultats obtenus pour
cette étude. La Box 1 ci-dessous présente les étapes de l’analyse metabarcoding de l’ADNe
suivie par Argaly.

Box 1 - Étapes de l’analyse metabarcoding de l’ADNe

Après l’échantillonnage de la matrice environnementale d’intérêt, l’ADNe est extrait
au laboratoire grâce à un protocole adapté. Des séquences d’ADN spécifiques à un
ou plusieurs taxons, nommées "metabarcodes", sont ensuite amplifiées par PCR et
séquencées par séquençage haut-débit. À l’issue de plusieurs étapes de traitement
bioinformatique, les séquences obtenues sont assignées à leur taxon d’origine. Les
étapes effectuées chez Argaly sont détaillées dans la section Méthodes de ce rap-
port.
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Résultats

Résultats de metabarcoding

Les résultats obtenus suite à l’analyse bioinformatique, avec le nombre de séquences par
taxon identifié et par échantillon, sont annexés à ce rapport sous forme de tableaux Excel,
attachés en Annexes 1, 2, 3 et 4. La correspondance des noms d’échantillons ainsi que
les métadonnées associées sont indiquées en Annexe 5, et une fiche d’aide à l’interprétation
des tableaux de résultats est disponible en Annexe 6.

Le Tableau 1 ci-dessous indique le nombre de lectures de séquençage obtenues par
séquençage NGS (données brutes au format fastq), le nombre de lectures obtenues après
filtrage, ainsi que le nombre de MOTUs (Molecular Operational Taxonomic Units) et de
taxons identifiés après filtrage pour chaque marqueur et à l’échelle du jeu de données (voir
section Analyses bioinformatiques Méthodes).

Suite aux filtres sur le nombre de lectures par réplicat PCR, les échantillons suivants ont
été supprimés des jeux de données correspondants, faute d’une profondeur de séquençage
suffisante :

— ODYA052 pour Fish16S
— ODYA020, ODYA036, ODYA052, ODYA067, ODYA082, ODYA085, ODYA110 et ODYA114

pour Deca01
— ODYA052 et ODYA082 pour Elas02
— Aucun échantillon supprimé pour Moll02

Tableau 1 – Nombre de lectures, de MOTUs ou de taxons à différentes étapes de
l’analyse bioinformatique, pour chaque marqueur utilisé

Deca01 Elas02 Fish16S Moll02

Lectures brutes pairées avant filtrage 18600000 18600000 18600000 6600000

Lectures pairées après filtrage 5664428 9915478 9074100 4699350

MOTUs détectés après filtrage 498 210 451 1362

Taxons détectés après filtrage 227 185 306 488

Il est à noter que plusieurs MOTUs peuvent être associés au même taxon, ce qui explique
que le nombre de taxons soit inférieur au nombre de MOTUs. C’est par exemple le cas de
Thalamita chaptalii, identifié sur la base de trois MOTUs distincts dans le jeu de données
Deca01 (Deca01_0006 ; Deca01_000886 ; Deca01_00985). Les taxons ne sont également pas
tous situés au même rang taxonomique, et l’interprétation écologique du nombre de taxons
devra donc être faite avec précaution.

5

https://www.argaly.com


Le paramètre du best ID (score de meilleure identité, noté "Best_identity" dans les ré-
sultats) associé à chaque MOTU est notamment important à prendre en compte, puisqu’il
indique si le taxon identifié l’est avec certitude (best ID = 1), ou si le MOTU peut corres-
pondre à une séquence ou un taxon proche absent de la base de référence (best ID < 1).

La représentativité de la base de données de référence, c’est-à-dire sa capacité à représen-
ter de façon homogène l’ensemble des taxons cibles, a également une influence sur le nombre
de taxons détectés. En effet, si la base de référence est peu fournie ou biaisée en défaveur de
certains taxons, l’assignation taxonomique sera moins efficace à des niveaux taxonomiques
précis et aura tendance à générer peu de taxons, et cela à des niveaux grossiers comme la
classe, l’ordre ou la famille.

La Figure 1 ci-dessous informe sur la profondeur de séquençage et le nombre de MOTUs
après filtrage pour chaque échantillon, pour chaque marqueur utilisé.
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Figure 1 – Distribution du nombre de MOTUs et du nombre de lectures par échantillon
pour les marqueurs Deca01 (a), Elas02 (b), Fish16S (c) et Moll02 (d)

Les profondeurs de séquençage obtenues pour chaque jeu de données sont suffisantes
d’après notre expérience pour caractériser la diversité des taxons cibles à partir de prélève-
ments aquatiques ADNe. Les échantillons pour lesquels un nombre limité de lectures a été
obtenu, voire aucune lecture après filtrage bioinformatique, ne devaient contenir que peu ou
pas de traces d’ADN ciblées par les marqueurs de metabarcoding utilisés. C’est par exemple
le cas de l’échantillon ODYA052, qui est systématiquement éliminé lors des étapes de filtrage
pour les trois marqueurs analysés.

Le marqueur Moll02 a permis d’identifier entre 40 et 280 MOTUs par échantillon, contre 1
à 35 MOTUs maximum par échantillon pour Deca01 et Elas02. Ces observations s’expliquent
par la couverture taxonomique plus ou moins restreinte des marqueurs, Elas02 amplifiant
majoritairement des poissons osseux et cartilagineux à biomasse limitée, tandis que Moll02
amplifie des mollusques mais aussi des diatomées, polychètes, insectes, porifères ou encore
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rotifères. Même si ces taxons ne font pas initialement partie des groupes préférentiellement
ciblés par le marqueur Moll02, ils peuvent présenter des séquences d’ADN suffisamment
proches pour être amplifiées par les amorces de PCR.

Comme le montre la Figure 2 ci-dessous, la grande majorité des informations taxono-
miques obtenues par les analyses ADNe proviennent d’un unique marqueur, soulignant leur
pertinence et leur complémentarité pour inventorier les communautés cibles. On observe tout
de même une certaine redondance entre Fish16S et Elas02, qui ont détecté 89 taxons com-
muns. Ceux-ci ne sont toutefois pas systématiquement identifiés dans les mêmes échantillons
d’un marqueur à l’autre, comme Cymolutes praetextatus, détecté dans huit échantillons par
Elas02 contre 34 par Fish16S.

Figure 2 – Diagramme de Venn présentant le nombre de taxons identifiés par chaque
marqueur de metabarcoding

Le marqueur Deca01 a permis d’identifier 498 MOTUs, dont 88% sont assignés à des
crustacés décapodes, le reste étant représenté par des stomatopodes, cnidaires, insectes et
quelques rares amphipodes et isopodes. Il est possible de préciser l’assignation taxonomique
de certains MOTUs en comparant leur séquence a posteriori avec la base de données de sé-
quences en ligne GenBank, via l’outil d’alignement en ligne BLAST. Par exemple, le MOTU
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Deca01_00012 peut probablement correspondre à Corallianassa coutierei (100% d’identité
de séquence).

Le marqueur Elas02 a mené à la détection de 210 MOTUs, dont seulement huit sont
assignés à des chondrichtyens. Parmi eux, une vérification avec BLAST indique plus proba-
blement les assignations suivantes :

— Elas02_00001 : Pateobatis fai (99% d’homologie)
— Elas02_00012 : Torpedo sinuspersici ou Torpedo marmorata (93% d’homologie)
— Elas02_00020 : Rhynchobatus djiddensis (100% d’homologie)
— Elas02_00085 : Himantura leoparda (91% d’homologie)

Parmi les autres taxons identifiés par ce marqueur figure une majorité de poissons oisseux
(86% du jeu de données) et quelques mammifères et oiseaux, ainsi que la tortue verte (Chelo-
nia mydas). D’après BLAST, le MOTU Elas02_00031 peut très probablement correspondre
au cerf de Java (Rusa timorensis, 99% d’identité de séquence), introduit au XVIIème siècle
à l’Ile Maurice pour la chasse, et le MOTU Elas02_00114 à Numenius phaeopus (100%
d’identité). La détection d’ADNe issu d’organismes terrestres dans les prélèvements aqua-
tiques peut s’expliquer par un échantillonnage en site côtier propice à la visite des espèces
identifiées (chèvre, chien, pachyure musquée).

Un total de 451 MOTUs a été identifié par le marqueur Fish16S, dont 95% correspondent
à des poissons actinoptérygiens, le reste étant représenté par des mollusques gastéropodes et
des échinodermes. L’assignation de certains MOTUs peut être précisée avec BLAST :

— Fish16S_00002 : Moolgarda crenilabis ou Moolgarda seheli (100% d’homologie)
— Fish16S_00012 : Moolgarda seheli ou Crenimugil sp. (100% d’homologie)
— Fish16S_00014 : Plotosus canius (98%) ou Plotosus lineatus (96%)
— Fish16S_00016 : Vanderhorstia ornatissima (100%)
— Fish16S_00019 : Parupeneus ciliatus (97%)
— Fish16S_00070 : Lethrinus obsoletus (98%)

Le marqueur Moll02 a permis d’identifier 1362 MOTUs dont 33% sont assignés à des mol-
lusques (gastéropodes en majorité, bivalves, céphalopodes et Polyplacophora en minorité).
Les MOTUs suivants peuvent être assignés d’après BLAST à :

— Moll02_00005 : Cerithium rostratum (100% d’identité de séquence)
— Moll02_00019 : Stylocheilus longicauda (100%)
— Moll02_00081 : Fulvia australis (100%)
— Moll02_00094 : Tubulophilinopsis pilsbryi (98%)
— Moll02_00110 : Dolabrifera dolabrifera (100%)
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Analyses statistiques

Impact des sites et des habitats étudiés sur la composition des communautés
(diversité beta)

Les résultats obtenus à la suite de la PCoA pour chacun des quatres marqueurs utilisés
sont présentés en Figure 3. Chaque point représente un échantillon et sa position par rapport
aux axes principaux retenus dépend de sa composition en MOTUs.
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Figure 3 – PCoA pour chaque jeu de données, labellisée avec le site, l’habitat et la
campagne d’échantillonnage

Quelque soit le marqueur considéré, on observe un effet de l’habitat sur la composition
des communautés. Les échantillons provenant des habitats ’mangrove’ et ’mangrove sand’ se
ressemblent plus entre eux que ceux provenant des habitats ’seagrass’ et ’seagrass sand’.

Mis à part pour le marqueur Moll02, il n’y a pas d’effet observé de la saison sur la
composition des communautées.
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On observe un effet du site de prélèvement, les échantillons provenants d’un même site
ayant des communautées plus proches. Celui-ci est d’autant plus prononcé pour les marqueurs
Moll02 et Fish16S (Le Morne et Coteau Raffin plus proche de Case Noyale). Ce n’est pas le
cas pour les marqueurs Deca01 et Elas02.

Enfin, quelque soit le marqueur on ne voit pas d’effet clair entre les habitats ’mangrove’ et
’mangrove sand’ (banc de sable proche des mangrove servant de référence) ainsi qu’entre les
habitats ’seagrass’ et ’seagrass sand’ (banc de sable proche des herbiers servant de référence)
sur la composition globale des communautés observées.

(a) Deca01 (b) Elas02

(c) Fish16S (d) Moll02

Figure 4 – Diagramme de Venn présentant le nombre de taxons identifiés parmi les
habitats pour chaque jeu de données

Cependant, que ce soit pour les mangroves ou les herbiers, il y a tout de même des taxa
spécifiques à l’un ou l’autre des habitats. Les diagrammes de Venn, Figure 4, représentent le
nombre de taxa uniques partagés entre habitats ainsi que spécifiques de chacun des habitats.
Même si globalement la composition des communautées ne diffère pas (Figure 3) il y a bien
des taxa qui fréquentent les mangroves et non les bancs de sables et vice versa quelque soit le
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marqueur. C’est par exemple le cas pour Deca01 : pour ce marqueur 13% des taxa observés
sont spécifiques des bancs de sables et 7% des mangroves. C’est aussi le cas pour les herbiers,
quelque soit le marqueur consideré mais plus particulièrement pour les marqueurs Deca01 et
Elas02 avec 15% des taxa spécifiques des herbiers dans les deux cas et respectivement 10%
et 14% de taxa spécifiques des bancs de sables. Les listes de taxa communs pour chaque
combinaison d’habitats ou spécifiques à chacun des habitats sont présentées en Annexe 9.

(a) Deca01 (b) Elas02

(c) Fish16S (d) Moll02

Figure 5 – Diagramme de Venn présentant le nombre de taxons identifiés parmi les sites
pour chaque jeu de données

Les diagrammes de Venn représentant les différents taxa détectés sur chacun des trois
sites sont représentés en Figure 5. Il y a, en fonction des marqueurs, entre 19% et 34% des
taxa detectés qui sont communs aux trois sites. Case Noyale est le site qui diffère le plus
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des autres avec entre 4% et 10% des taxa detectés partagés avec un des deux autres sites
alors que les sites du Morne et de Coteau Raffin partagent jusqu’à 19% des taxa detectés
pour le marqueur Moll02. Chacun des trois sites présente une part de taxa spécifiques, c’est
particulièrement le cas pour Coteau Raffin avec entre 18% (Deca01) et 30% de taxa spéci-
fiques (Fish16S). Les listes détaillées des taxa communs pour chaque combinaison de sites
ou spécifiques à chacun des sites sont présentées en Annexe 10.

Impact des sites et des habitats étudiés sur la diversité alpha.

La diversité intra-échantillon, aussi appelée diversité alpha, a été estimée par deux in-
dices. La Figure 6 représente les distributions du nombre de MOTUs ainsi que de l’indice
de Shannon pour chaque échantillon, pour chaque site ainsi que chaque habitat considéré.

Afin de tester l’hypothèse concernant la différence attendue de diversité entre les habitats
’mangrove’ et ’seagrass’ vis à vis des bancs de sable associés, des tests de comparaison de
moyenne non paramétriques (Wilcoxon) ont été réalisés afin de comparer la diversité alpha
des échantillons ’mangrove’ versus ’mangrove sand’, et de ’seagrass’ versus ’seagrass sand’.
Mis à part pour les herbiers du site de Coteau Raffin avec le marqueur Moll02 (nombre de
MOTUs, p-value = 0.029) et pour les mangroves du site du Morne avec le marqueur Fish16S
(nombre de MOTUs, p-value = 0.012 et indice de Shannon, p-value= 0.039), on ne montre
pas de différence significative de diversité alpha entre les mangroves et les bancs de sable
associés ainsi qu’entre les herbiers et les bancs de sables associés.

Ce dernier résultat est cohérent avec les résultats de la PCoA présentés sur la Figure 3.
Il peut être discuté à la lumière de la distance entre les points d’échantillonnage dans les
habitats mangroves et herbiers et ceux dans les bancs de sable. Il convient de noter que
l’ADNe marin peut être transporté jusqu’à plusieurs centaines de mètres, parfois jusqu’à
quelques kilomètres, depuis son lieu d’émission d’origine avant d’être totalement dégradé [2].
Cette propriété physique peut conduire à la détection d’organismes assez loin de leur habitat
réel, rendant possible une homogénéisation de la composition des communautés entre des
sites proches, même lorsqu’une réelle dissimilarité spatiale existe.
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Figure 6 – Diversité alpha, richesse et indice de Shannon pour chaque marqueur
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Méthodes

Échantillonnage

Cent quarante-quatre kits de filtration aquatique, comprenant des capsules Waterra
0.45µm 600cm2, des paires de gants et des tubes 50mL de tampon de préservation de l’ADN,
ont été envoyés par Argaly à Odysseo le 19 décembre 2024. Une formation aux filtrations
d’eau a été dispensée par visioconférence le 24 janvier 2025 et les prélèvements aquatiques ont
été réalisés en avril, juillet puis novembre 2025 (collecte de 48 échantillons par expédition),
selon le protocole décrit en Annexe 7. Quarante-huit échantillons d’eau ont été réceptionnés
au laboratoire Argaly le 07/04/2025, puis le 10/09/2025, et enfin le 02/01/2026, pour un
total de 144 échantillons. Les filtres ont été nommés "ODYA001 à ODYA144" (Annexe 5).

Analyses moléculaires

La Box 2 suivante décrit les étapes de l’analyse moléculaire réalisées en laboratoire,
allant de l’extraction d’ADNe au séquençage haut-débit.

15

https://www.argaly.com


Box 2 - Étapes de l’analyse moléculaire

Après réception des échantillons au laboratoire, la première étape est l’extraction
d’ADN, qui consiste à isoler l’ADN contenu dans la matrice environnementale. Une
PCR quantitative (qPCR) est ensuite réalisée afin de déterminer la dilution optimale
des ADN à utiliser ainsi que le nombre de cycles PCR à effectuer pour l’étape d’ampli-
fication. Cette dernière permet ensuite de multiplier les fragments d’ADN de la région
ciblée grâce à un couple d’amorces spécifiques. Une électrophorèse sur gel d’agarose
permet de vérifier le succès de l’amplification avant la purification des amplicons ob-
tenus. La séquence nucléotidique de chaque amplicon est enfin déterminée lors d’un
run de séquençage adapté à la taille du marqueur ciblé.

Extraction d’ADN

L’ADN des 144 échantillons aquatiques a été extrait dans un laboratoire dédié à la mani-
pulation d’ADN environnemental. Les filtres ont d’abord été agités vigoureusement pendant
une minute pour resuspendre l’ADN dans le tampon de préservation [3]. Les échantillons
ont ensuite été transférés en tubes puis centrifugés 15 minutes à 15 000g. L’ADN des culots
a été extrait selon le protocole commercial NucleoSpin eDNA Water (Macherey Nagel). Un
contrôle d’extraction a été ajouté lors de chaque session d’extraction afin d’examiner les
potentielles contaminations lors de cette étape.
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Amplification, purification et séquençage

Des qPCR ont été effectuées sur plusieurs extraits d’ADN sélectionnés aléatoirement, afin
de déterminer la dilution optimale des ADN et le nombre de cycles PCR à effectuer pour
chaque couple d’amorces (voir résultats de ces tests dans le Tableau 2).

Chaque ADN a ensuite été amplifié en huit réplicats PCR pour tous les marqueurs utilisés.
Chaque réplicat PCR a été identifié de manière unique par une combinaison de deux tags de
huit bases accolées en 5’ à chaque amorce de PCR. Ces tags servent à assigner les séquences
au réplicat PCR correspondant pendant l’analyse bioinformatique. Après amplification, tous
les produits PCR ont été mélangés par marqueur puis purifiés avec le kit de purification
MinElute (Qiagen GmbH). La construction des librairies ainsi que le séquençage haut-débit
ont ensuite été effectués par la société Fasteris (Genève, Suisse). Les librairies de séquençage
ont été préparées suivant le protocole Metafast destiné à limiter les artéfacts de séquençage,
et ont ensuite été séquencées dans un run Illumina (Tableau 2).

Tableau 2 – Caractéristiques des marqueurs et du séquençage associé

Marqueur Deca01 Elas02 Fish16S Moll02

Référence [4] [1] [5]
Bonin,

pers. comm.

Dilution des

ADNs extraits
1:5 1:5 1:5 1:5

Nombre de

cycles PCR
42 40 48 36

Température

d’hybridation
52°C 59°C 55°C 53°C

Taille médiane

amplicon sans

amorces (bp)

(min-max)

156

(15 - 335)

182

(170 - 185)

63

(12 - 508)

73,5 bp

(55 - 986)

Type de run

Illumina

NovaSeq

2*250 bp

NovaSeq

2*250 bp

NovaSeq

2*250 bp

NovaSeq

2*250 bp

Contrôles qualité

Différents contrôles ont été introduits à chaque étape du protocole permettant de détec-
ter les éventuelles contaminations pour une meilleure interprétation des résultats. Pour les
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marqueurs Deca01, Elas02 et Fish16S, les contrôles réalisés pour chaque réplicat PCR sont :
trois ou quatre contrôles négatifs d’extraction, trois contrôles négatifs PCR, deux contrôles
positifs, et au total 128 contrôles bioinformatiques. Pour le marqueur Moll02, les contrôles
réalisés pour chaque réplicat PCR sont : cinq contrôles négatifs d’extraction, trois contrôles
négatifs PCR, deux contrôles positifs, et au total 64 contrôles bioinformatiques.

Les contrôles bioinformatiques correspondent à des combinaisons d’amorces de PCR tag-
guées n’existant pas dans l’expérience mais suivies bioinformatiquement. Ils permettent
d’évaluer le niveau de tag jumps [6], c’est-à-dire le niveau de séquences chimériques pro-
duites au moment de la fabrication de la librairie de séquençage.

Les contrôles positifs correspondent à oligonucléotides synthétiques et à des extraits
d’ADNe dont l’amplification a été positive lors de projets précédemment traités par Argaly.
Le succès des amplifications et des purifications a été vérifié par électrophorèse capillaire
(TapeStation 4200, Agilent Technologies).

Analyses bioinformatiques

La Box 3 ci-dessous représente les grandes étapes du processus d’analyse bioinformatique
des séquences et de leur filtrage.

Box 3 - Étapes de l’analyse bioinformatique
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Analyse des séquences

Les fichiers fastq bruts contenant les lectures pairées ont d’abord été sous-échantillonnés
à l’aide du programme seqtk à hauteur de 1,5 fois la profondeur attendue pour chaque li-
brairie de séquençage, soit environ 9 millions de lectures pour les librairies Deca01, Elas02 et
Fish16S, et environ 6 millions de lectures pour Moll02. Ce choix a été effectué en raison d’une
profondeur très importante obtenue à l’issue de ce type de séquençage (NovaSeq Illumina),
et permet de garantir la qualité des résultats puisqu’une profondeur trop élevée entraîne
l’apparition de nombreux artéfacts comme les tag jumps, et ne contribue pas à la détection
de nouveaux MOTUs.

Les données ont ensuite été analysées grâce à la suite de programmes OBITools 4 [7] et
à l’outil de clustering SumaClust [8] selon la procédure séquentielle suivante (cf. Box 3) :

• Contrôle qualité des lectures avec Falco [9]
• Assemblage des lectures paired-end (programme obipairing, option –min-identity=0.8) ;
• Démultiplexage des données, soit l’assignation au réplicat PCR d’origine sur la base

de la combinaison de tags en 5’ des amorces de PCR (programme obimultiplex ) ;
• Déréplication des lectures assemblées (programme obiuniq) ;
• Filtrage basique des lectures de mauvaise qualité (avec au moins un N dans la séquence),

des lectures observées une seule fois dans le jeu de données, et des lectures dont la lon-
gueur n’appartient pas à l’intervalle de longueur observé in silico (programme obigrep ;
cf. Tableau 2) ;

• Clustering des séquences similaires à 97% (programme SumaClust) ;
• Sélection des séquences les plus abondantes comme centres de cluster, et addition des

abondances des séquences d’un même cluster (script python interne) ;
• Sélection des clusters avec au moins 10 lectures dans au moins un réplicat PCR (script

python interne) ;
• Asssignation taxonomique à l’aide d’une base de référence de séquences (programme

ecotag).

La base de référence est fabriquée à partir des séquences disponibles publiquement sur le
site de GenBank release 264 à l’aide de la procédure suivante :

• PCR in silico avec les amorces de PCR, en autorisant trois mésappariements au maxi-
mum par amorce (programme obipcr) ;

• Déréplication des séquences obtenues (programme obiuniq) ;
• Filtrage des séquences obtenues pour ne conserver que les séquences assignées au moins

au niveau de la famille (programme obigrep).

Certaines étapes sont accompagnées d’un schéma en Annexe 8.
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Filtrage des séquences

Le package R metabaR [10] a été utilisé pour supprimer du jeu de données les séquences
artéfactuelles présentes en faible abondance dans les données de metabarcoding, mais qui
peuvent influer sur les conclusions écologiques que nous pouvons en tirer [11].

Plus spécifiquement, ont été éliminés :

• Les MOTUs trop éloignés des séquences de la base de référence (seuil best_identity <
0.85 pour les marqueurs Deca01 et Moll02, 0.90 pour les marqueurs Elas02 et Fish16S),
car ce sont des chimères potentielles ;

• Les MOTUs dont l’abondance est maximale dans au moins un contrôle négatif, car ce
sont des contaminants potentiels (méthode "max" de la fonction contaslayer) ;

• Les MOTUs avec une fréquence relative < 3% au sein d’un réplicat PCR car ce sont
vraisemblablement des artéfacts générés au moment de la fabrication de la librairie de
séquençage comme les "tag jumps" ; [6]) (fonction tagjumpslayer) ;

• Les réplicats PCR avec une couverture de séquençage < 100 séquences.

Les réplicats PCR restants ont été agrégés par échantillon. Enfin, les MOTUs observés
moins de 10 fois dans un échantillon ont été recodés comme absents de cet échantillon.

Analyses statistiques

Procédures statistiques et packages

Les analyses statistiques ont toutes été réalisées à l’aide du logiciel R (R Core Team 2020).

Chaque jeu de données a été raréfié, c’est à dire chaque échantillon ramené à un même
effort de séquençage en termes de nombre de lectures avec la fonction rrarefy du package
vegan [12]. Les seuils de raréfaction choisis pour chaque marqueur, afin de perdre le moins de
données possible, sont de 15 000 lectures pour Deca01, Elas02 et Fish16S, et 50 000 lectures
pour Moll02.

La différentiation des communautés (diversité bêta) a été évaluée par analyse multivariée.
Les jeux de données ont été transformés en fréquences, puis une transformation de Hellinger
(fonction decostand du package vegan [12]) a été appliquée afin de réduire l’importance des
MOTUs rares ou absents. Les distances euclidiennes ont été calculées à l’aide de la fonc-
tion vegdist de vegan [12]. Des analyses en coordonnées principales (PCoA) ont été réalisées
avec la fonction cmdscale de R et visualisées avec ggplot2 [13], les ellipses représentant les
campagnes d’échantillonage ont été tracées à l’aide de la fonction geom_mark_ellipse du
package ggforce [14].

Les intersections et différences de composition taxonomique entre les trois sites (Case
Noyale, Coteau Raffin, Le Morne) ont été visualisées par des diagrammes de Venn. Ceux-
ci ont été construits à partir des listes de taxons présents par site après agrégation des
MOTUs par nom scientifique avec la fonction aggregate_motus du package metabaR [10] et
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des échantillons par site via les fonctions group_by et summarise du paquet dplyr [15]. Les
diagrammes ont été produits avec le package eulerr [16]. Les intersections entre sites ont été
calculées via la fonction calculate.overlap du package VennDiagram [17], puis exportées dans
un fichier Excel structuré par marqueur à l’aide du package openxlsx [18].

Les compositions taxonomiques des quatres habitats (Mangrove, Mangrove Sand, Sea-
grass, Seagrass Sand) ont été comparées par des diagrammes de Venn, construits après
agrégation des MOTUs par nom scientifique avec la fonction aggregate_motus du package
metabaR [10] et des échantillons par habitat via les fonctions group_by et summarise du
paquet dplyr [15]. Les diagrammes ont été produits avec la fonction ggVennDiagram du
package ggVennDiagram [19]. Les intersections entre sites ont été calculées via la fonction
calculate.overlap du package VennDiagram [17], puis exportées dans un fichier Excel struc-
turé par marqueur à l’aide du package openxlsx [18].

Afin de préserver le nombre de taxa identifiés et d’obtenir des listes exhaustives des es-
pèces fréquentant ou non les habitats ou les sites considérés les diagrammes de Venn ont été
réalisés sur les données non raréfiées.

La richesse spécifique (nombre de MOTUs) et l’indice de Shannon ont été calculés à partir
des tables de lectures raréfiées de chaque marqueur via les fonctions specnumber et diversity
du package R vegan [12]. Les résultats ont été visualisés sous forme de boîtes à moustaches
(boxplot) avec le package ggplot2 [13]. Les comparaisons du nombre de MOTUs ainsi que
des indices de Shannon entre habitats ont été réalisées à l’aide du test non paramétrique
de Wilcoxon (paires testées : Seagrass vs. Seagrass Sand, et Mangrove vs. Mangrove Sand),
implémenté via la fonction stat_compare_means du package ggpubr [20].

Retour sur la diversité alpha, la diversité beta et les indices de diversité

La Figure 7 utilise un exemple hypothétique de communautés de poissons au sein de
trois lacs pour illustrer les liens entre diversités alpha et beta. La diversité alpha, c’est-à-dire
la biodiversité locale, est estimée ici pour chaque lac grâce au nombre d’espèces rencon-
trées dans le lac, quelle que soit l’abondance de chaque espèce. La diversité beta, quant à
elle, se mesure à une autre échelle, entre paires de lacs. Elle correspond au nombre d’es-
pèces uniques à chaque lac, quelle que soit l’abondance des espèces. Moins les lacs auront
d’espèces en commun (et plus leur diversité alpha sera élevée), plus la diversité beta sera
importante et les communautés différentes entre les lacs. On dit que la diversité beta cor-
respond au taux de variation de la diversité alpha entre communautés ("diversity turnover").

D’un point de vue mathématique, la diversité alpha peut être mesurée à l’aide de nom-
breux indices. Pour cette étude, nous avons choisi ici 1) la richesse spécifique, c’est-à-dire le
nombre de MOTUs détectés, qui d’après notre expérience est corrélée au nombre d’espèces
dans la communauté ; et 2) la diversité de Shannon, qui se calcule ainsi :

H =
S∑

i=1

pi log2(pi) (1)

où S est le nombre total de MOTUs et pi la proportion du MOTU i parmi les S MO-
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TUs. En comparaison avec la richesse, cet indice donne plus de poids aux MOTUs les plus
fréquents, et il est de fait plus adapté aux données de metabarcoding ADNe où peuvent
subsister des MOTUs artéfactuels malgré les filtrages ([21] ; [11]). La Figure 8 présente un
cas théorique démontrant à quel point richesse spécifique et diversité de Shannon peuvent
être décorrélées selon la distribution des abondances des différentes espèces. Il est à noter
que l’exponentielle de la diversité de Shannon a une traduction concrète puisque cette valeur
correspond à un nombre d’espèces dans une communauté théorique où les espèces auraient
toutes la même abondance (espèces équiprobables), comme dans la communauté A de la
Figure 8 (car exp(2.48) fait environ 12).

Figure 7 – Diversités alpha et beta des communautés de poissons dans trois lacs : A –
Diversité alpha au sein des trois lacs, estimée grâce au nombre d’espèces rencontrées dans
chaque lac ; B – Diversité beta entre paires de lacs, correspondant au nombre d’espèces
uniques à chaque lac
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Figure 8 – Exemple de trois communautés théoriques possédant la même richesse en
espèces (12 espèces), mais avec des diversités de Shannon très différentes selon l’abondances
des espèces (source : Analysis of community ecology data in R)
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Annexes

Certaines annexes sont en pièces attachées de ce rapport.

Annexe 1 - Tableau de contingence obtenu après filtrage avec le marqueur Deca01.

Annexe 2 - Tableau de contingence obtenu après filtrage avec le marqueur Elas02.

Annexe 3 - Tableau de contingence obtenu après filtrage avec le marqueur Fish16S.

Annexe 4 - Tableau de contingence obtenu après filtrage avec le marqueur Moll02.

Annexe 5 - Métadonnées d’échantillons.

Annexe 6 - Tableau explicatif des résultats obtenus pour un marqueur.

Annexe 7 - Protocole de prélèvement aquatique.

Annexe 8 - Schéma simplifié du processus bioinformatique d’obtention des taxons à partir
des lectures de séquençage.

Les lectures de séquençage les plus similaires sont regroupées en clusters. La lecture de
séquençage la plus abondante du cluster est ensuite choisie comme MOTU (Molecular Ope-
rational Taxonomic Unit) représentatif du cluster. L’assignation taxonomique associe enfin
chaque MOTU à un taxon par comparaison avec une base de référence.

Annexe 9 - Listes des taxa par habitats.

Annexe 10 - Listes des taxa par Sites.
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Glossaire

ADN environnemental Mélange complexe de fragments d’ADN issus de différents orga-
nismes contenu dans un échantillon environnemental (eau, sol, sédiment, fécès etc.).
Ces fragments peuvent être d’origine intracellulaire, s’ils proviennent de cellules in-
tactes présentes dans le milieu, ou extracellulaire s’ils résultent de la mort d’une cellule
et de la décomposition des structures cellulaires qui s’ensuit. 3, 4, 7, 13, 15, 16, 18, 27

Amorce de PCR Oligonucléotide d’une vingtaine de bases permettant d’amplifier un frag-
ment d’ADN par PCR en combinaison avec une deuxième amorce de PCR. 17, 18, 19,
27

Amplicon Copie d’un fragment d’ADN obtenue par amplification PCR et encadrée par les
deux amorces. 16, 27

Base de données de référence Ensemble de séquences issues de taxons connus servant à
l’assignation taxonomique des MOTUs. Ces séquences peuvent être issues de bases de
données publiques comme GenBank, ou provenir du séquençage génomique de speci-
mens identifiés par un taxonomiste. 6, 19, 20, 26, 27

Clustering Action de regrouper des séquences en clusters sur la base d’un seuil minimal de
similarité, le seuil de clustering. Les séquences très similaires peuvent provenir d’erreurs
de PCR (ou moins probablement de séquençage) ou de polymorphismes naturels au
sein du taxon d’intérêt. 19, 27

Contaminant Organisme, ADN exogène ou artéfact introduit dans l’échantillon pendant
le processus d’analyse (terrain, extraction ADN, PCR etc.) et pouvant générer un faux
positif. 27

Contrôle négatif d’extraction Échantillon vide extrait comme un échantillon classique,
et permettant de contrôler que l’étape d’extraction n’introduit pas de contaminant. 18,
27

Contrôle négatif de terrain Échantillon permettant de contrôler que l’étape d’échan-
tillonnage n’introduit pas de contaminant. Il peut s’agir d’une capsule de filtration
utilisée pour filtrer de l’eau stérile sur le terrain, ou d’un flacon de collecte de sol laissé
ouvert le temps de l’échantillonnage. 27

Contrôle négatif PCR Échantillon contenant de l’eau stérile à la place de l’extrait d’ADN
et permettant de contrôler que l’étape de PCR n’introduit pas de contaminant.. 18, 27

Contrôle positif ADN ou mélange d’ADN ayant la particularité de pouvoir être amplifié
avec certitude par les amorces de PCR utilisées. Il permet de s’assurer que la réaction
d’amplification a bien fonctionné. Il peut provenir de tissu(s), d’une communauté de
composition connue, ou il peut s’agir d’un oligonucléotide synthétique incluant les
séquences cibles des amorces de PCR. 18, 27



Démultiplexage Opération bioinformatique consistant à réattribuer chaque séquence à son
réplicat PCR d’origine, sur la base de la combinaison de tags accolés en 5’ des amorces
de PCR. 27

Fastq Format des fichiers bruts obtenus à l’issue d’un run de séquençage, contenant les
lectures de séquençage et le score de qualité associé à chaque base. Ce score indique la
probabilité que la base soit erronée. 5, 19, 27

Flow cell Lame de verre couverte d’oligonucléotides complémentaires aux adaptateurs de
séquençage. 27

Inhibiteur Molécule interférant avec le fonctionnement optimal des processus moléculaires
tels que la PCR. 27

Lecture de séquençage Séquence nucléotidique obtenue par séquençage haut-débit d’un
fragment d’ADN. 5, 26, 27

Lectures pairées Couple de lectures provenant du séquençage des deux extrémités d’un
même amplicon (séquençage paired-end). 5, 19, 27

Librairie de séquençage Mélange d’amplicons auquel sont ajoutés des adapteurs P3 et
P5 nécessaires à la fixation sur la flow cell et au séquençage Illumina. Ces adaptateurs
comportent également un tag spécifique à chaque librairie permettant de mélanger
plusieurs librairies sur la même flow cell, et de réattribuer ensuite les séquences à la
librairie correspondante. 17, 18, 19, 20, 27

Marqueur de metabarcoding Courte région génomique permettant de discriminer les
différents taxons d’un groupe taxonomique donné, avec une résolution plus ou moins
précise selon le marqueur. La discrimination des taxons se fait sur la base des séquences
observées pour cette région. 7, 8, 27

Metabarcoding Approche consistant à identifier différents taxons à partir d’un mélange
complexe d’ADN, sur la base des séquences détectées pour un marqueur donné. 27

MOTU (Molecular Operational Taxonomic Unit) Séquence unique observée pour un
marqueur de metabarcoding qu’il est possible d’associer à un taxon. 5, 6, 7, 8, 9, 10,
13, 19, 20, 21, 26, 27

PCR (Réaction de Polymérisation en Chaîne) Réaction enzymatique permettant de
produire de nombreuses copies d’un fragment d’ADN. Elle nécessite l’utilisation de
deux amorces encadrant le fragment à amplifier. 4, 27

Profondeur de séquençage Nombre de lectures de séquençage observées pour un mar-
queur de metabarcoding. 5, 27

qPCR (PCR quantitative) PCR permettant de suivre l’amplification de l’ADN cible en
temps réel par mesure d’un signal fluorescent. Dans certains cas, le nombre de copies
d’ADN présentes dans l’échantillon peut être estimé. 16, 17, 27

Run de séquençage Séquençage d’une ou plusieurs librairies sur une flow cell Illumina..
16, 27



Réplicat PCR Répétition indépendante d’une réaction de PCR à partir d’un même échan-
tillon, permettant d’évaluer la reproductibilité de l’amplification. 5, 17, 18, 19, 20, 27

Score Best ID Valeur reflétant l’homologie de séquence entre un MOTU et la séquence la
plus proche dans la base de référence. Un score de 1 représente une identité de séquence
absolue, tandis que qu’un score de 0,98 correspond à une divergence des séquences de
2%. 6, 27

Séquençage haut-débit ou NGS (Next-Generation Sequencing) Technologie permet-
tant de déterminer en quelques heures la séquence nucléotidique de milliers ou de mil-
lions de molécules d’ADN simultanément. 4, 15, 17, 27

Tag Oligonucléotide de huit bases accolé en 5’ d’une amorce de PCR. En combinaison avec
le tag de l’autre amorce, il permet d’identifier de façon unique les amplicons amplifiés
par ces amorces et de les attribuer au réplicat PCR correspondant. 17, 27

Tag jump Artéfact technique généré au moment de la fabrication d’une librairie de sé-
quençage Illumina et produisant une chimère de deux séquences proches qui porte une
nouvelle combinaison de tags. Après démultiplexage, cette chimère peut être attribuée
de manière erronée à un échantillon, conduisant à un faux positif. 19, 20, 27

Taxon Groupe d’organismes partageant la même information à un rang taxonomique donné
(espèce, genre, famille, etc.). Par exemple, le taxon Drosophila regroupe les organismes
appartenant au genre "Drosophila". Il contient, entre autres, les individus appartenant
aux espèces Drosophila melanogaster et Drosophila obscurans. Le taxon Drosophila
melanogaster, quant à lui, contient tous les individus appartenant à l’espèce Drosophila
melanogaster . 4, 5, 6, 26, 27
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