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|. Contexte

Actuellement, les suivis réalisés dans le but d’évaluer I'état écologique des plans d’eau sont
basés sur des analyses chimiques et biologiques soumises a des directives (DCE) et des normes
Européennes/Francaises. Trés peu de méthodes ont été développées spécifiquement pour les plans
d’eau des DROM. A défaut, certaines des méthodes développées pour la métropole sont également
appliquées pour la surveillance des plans d’eau dans les DROM. Ainsi, pour le maillon biologique
phytoplancton, l'indicateur IPLAC (Laplace-Treyture & Feret, 2016) a pu étre mis en ceuvre pour le plan
d’eau de Gaschet a des fins de test (Laplace-Treyture, 2020). Les espéces des communautés
phytoplanctoniques de métropole sont utilisées comme bioindicatrices, a défaut d’étre en mesure
d'utiliser celles propres aux DROM pour linstant. Les méthodes normalisées demandent une
identification et un comptage de ces organismes par microscopie inversée. Ce travail qui demande une
expertise taxonomique difficile a acquérir, est long ; de plus la différenciation de certaines espéces peut
s’avérer tres difficile, méme pour les opérateurs les plus expérimentés. Ceci peut entrainer des
incertitudes dans l'identification des taxons et donc dans I'évaluation de I'état des plans d’eau. D’autre
part, la connaissance des taxons du phytoplancton en milieu tropical est rare, ce qui ajoute un frein a
I'utilisation de ce maillon biologique pourtant essentiel pour comprendre le fonctionnement des plans
d’eau.

Depuis plusieurs années, le séquencage a haut débit de 'ADN environnemental offre des perspectives
intéressantes pour I'évaluation de I'état écologique des milieux aquatiques (Pawlowski et al., 2020) et
notamment pour l'identification du phytoplancton. Une telle méthodologie, appelée metabarcoding ADN
(Pompanon et al., 2011), pourrait ainsi venir en appui aux méthodes basées sur la microscopie. L'UMR
CARRTEL développe depuis 2010 des méthodes d'identifications moléculaires en se basant sur de
petits fragments d'’ADN ou ‘barcodes’ ADN (Hebert et al. 2003) afin de caractériser la diversité des
micro-algues aquatiques. En réalisant un séquencage massif d'ADN issus d’échantillons
environnementaux, les espéces de microalgues peuvent étre identifiées en comparant les résultats du
séquencage a une base de référence de barcodes. LUMR Carrtel a montré pour le bioindicateur
diatomées que cette approche de metabarcoding ADN présente plusieurs avantages : elle permet de
réduire les colts et temps d’analyse (ex. Vasselon et al., 2017 ; Rivera et al., 2018). De plus cette
méthode peut devenir accessible a des personnes non-spécialistes en taxonomie et elle permet de
recenser des espéces difficilement identifiables en microscopie (e.g. picophytoplancton (<3um) encore
mal caractérisé, discrimination d’espéces au sein du genre Scenedesmus (Lirling, 1999) ...).

Tous ces avantages constituent des atouts notamment dans les DROM, pour lesquels I'expertise
taxonomique est rare et ou les plans d’eaux d’eau douce ont une importance capitale.

L'objectif général du projet est de proposer une méthode d’analyse pour le phytoplancton,
simple et opérationnelle sur le terrain, ainsi que des outils d’évaluation d’état écologique robustes
applicables aux plans deau des DROM, basés sur le metabarcoding ADN.

ll. Rappel des objectifs du projet pour 2020

1. Liste des taxons phytoplanctoniques identifiés en microscopie dans les DROM :

Une check-list taxonomique doit étre établie a partir des identifications microscopiques réalisées
dans le cadre des suivis DCE des lacs des DROM. Cette liste s’appuiera sur les données de suivi
DCE des lacs des DROM collectées par Angélique Bonnet.

2. Liste des marqueurs ADN :

Plusieurs marqueurs ADN sont disponibles dans la littérature pour identifier les taxons
phytoplanctoniques (eucaryotes et procaryotes). Nous les listerons et donnerons leurs origine et
fonction cellulaire.

3. Gap—analysis des bases de référence :
Sur la base de la check-list établie et de la liste des marqueurs ADN établie, nous évaluerons la
complétude des bibliothéques de référence de barcodes ADN.

4. Fiche résumé pour chague marqueur :
Dans ces fiches, les séquences des couples de primers seront données, et une synthése des
avantages et inconvénients de chaque barcode sera donnée.
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5. Protocole d’échantillonnage adapté au metabarcoding :
Un protocole d’échantillonnage sur le terrain adapté au metabarcoding sera proposé.

lll. Liste des taxons observés en microscopie

lll.1 Liste des taxons observés en microscopie dans les
DROM

Les observations microscopiques du phytoplancton réalisées dans les DROM par différents
bureaux d’études ont été rassemblées par Angélique Bonnet (CDD sur projet OFB les années
précédentes). Ces données ont été reprises et analysées dans le cadre de ce projet. Pour étre
utilisables, une curation des noms taxonomiques a été nécessaire (fautes de frappe, fautes de
majuscules, espaces en fin de mots, erreurs d’orthographe dans les noms de genres ou espéces).

La liste des taxons observés dans les DROM est basée sur 11 plans d’eau : 5 en Guadeloupe, 4 a
Mayotte, 1 en Martinique et 1 en Guyane (Tableau 1).

Tableau 1: liste des DROM et de leurs plans d’eau associés, dans lesquels ont été réalisées les
observations microscopiques.

DROM Nom du plan d’eau Données disponibles (années couvertes)
Gaschet 2017-2018
Grand-Etang 2018-2019
Guadeloupe Letaye 2018-2019
Mitan 2018-2019
Zombi 2018-2019
Guyane Retenue de Petit-Saut 2016 42018
Martinique La Manzo 2006, 2007 et 2012 & 2019
Carrieres 2006-2007
Mayotte Combani 2006 a 2009
Dzoumougne 2006-2007
Karihani 2006-2007
Gol Non-réalisées/non-disponibles
Réunion Grand-Etang Non-réalisées/non-disponibles
St-Paul Non-réalisées/non-disponibles

Un premier panorama combine les espéces observées sur 'ensemble des 11 plans d’eau, toutes
années disponibles confondues. 670 taxons différents ont été observés. Si on fait abstraction de taxons
ne présentant pas d’information taxonomique (ex. « flagellate >10um »), la liste regroupe un total de
617 taxons différents. L’ensemble des taxons observé s’étend sur 11 phyla, 22 classes, 48 ordres, 92
familles et 199 genres différents.

Une liste de 'ensemble des taxons observées est disponible : Matériel Supplémentaire 1.

[11.2 Listes de taxons étendues

Les DROM présentent un nombre relativement restreint de plans d’eau qui abritent une diversité
phytoplanctonique pouvant étre propre a ces derniers. Dans le cadre de ce projet, qui a pour objectif de
mettre en place un outil robuste, nous avons cherché des listes de taxons plus complétes afin de ne
pas se limiter seulement a certains taxons observés.

Le logiciel PHYTOBS (Laplace-Treyture et al., 2017 https://hydrobio-dce.inrae.fr/phytobs/) est dédié a
la bancarisation et au comptage microscopique du phytoplancton des plans d’eau et permet le calcul
de l'indice d’évaluation de I'état écologique des plans d’eau - IPLAC. Ce logiciel référence un grand
nombre d’espéces (notée ‘liste PHYTOBS’ dans ce rapport). Cette liste a été utilisée pour avoir une liste
taxonomique étendue de la diversité du phytoplancton existant dans les plans d’eau. A ce jour, cette
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liste totalise 8832 codes, chacun étant associé a un genre, une espéce et parfois un niveau
infraspécifique.

Nous avons également regardé les espéces bio-indicatrices prises en compte dans le calcul de
l'indice IPLAC (Laplace-Treyture & Feret, 2016). Cet indice s’appuie actuellement sur 165 especes
bio-indicatrices. Ces derniéres ont été regroupées dans une liste appelée ‘liste IPLAC’ dans ce
rapport. L’ensemble des espéces présentes dans la liste IPLAC sont incluses dans la liste PHYTOBS.

V. Marqueurs ADN candidats

Le phytoplancton sensu stricto rassemble les organismes photosynthétiques procaryotes
(cyanobactéries) et eucaryotes unicellulaires ou coloniaux vivant en suspension dans I'eau. Nous avons
réalisé plusieurs recherches bibliographiques qui ont permis d’établir une sélection des marqueurs les
plus souvent utilisés pour réaliser leur identification moléculaire. Leurs caractéristiques et fonctions sont
données en IV.1. Les bibliotheques de références rassemblant des données taxonomiques pour ces
marqueurs et ayant été utilisées dans ce projet sont présentées en 1V.2.

V.1 Caractéristiques et résumé des principaux marqueurs ADN

Les marqueurs ADN les plus couramment utilisés pour décrypter la diversité moléculaire des
procaryotes et eucaryotes sont des fragments variables des petites sous-unités ribosomales : ARNr 16S
(pour les procaryotes et les génomes plastidiaux) et ARNr 18S (pour les eucaryotes). Ces génes
ribosomaux sont universels car ils assurent une fonction essentielle pour tous les organismes vivants :
la traduction de 'ARN messager en protéines. Le 18S a une longueur d’environ 1800 pb (paire de
bases), et le 16S une longueur d’environ 1500 bp. Ces deux marqueurs ont 'avantage de présenter
dans leur séquence des régions bien conservées et d’autres variables : i) les régions bien conservées
permettent de constituer des amorces utilisables pour des groupes taxonomiques différents, ii) les
régions variables, qui elles permettent de discriminer les espéces entre elles en se basant sur la
diversité génétique de cette région d’ADN. Ces marqueurs sont présents en plusieurs copies dans le
génome, ils sont donc présents en grande quantité dans les cellules, ce qui facilite leur amplification par
PCR (Polymerase Chain Reaction).

Les chloroplastes des eucaryotes photosynthétiques sont des descendants de cyanobactéries,
qui ont été intégrés dans les cellules eucaryotes au cours de I'évolution par le phénoméne
d’endosymbiose (Whatley, 1993). L’ADN plastidial (aussi appelé ADN chloroplastidial) est donc un
matériel génétique procaryote ‘commun’ entre les chloroplastes et les cyanobactéries (ayant bien sir
évolué indépendamment au fil du temps). Il y a donc également dans le génome plastidial des génes
codant pour la synthése de protéines ayant un réle dans l'activité photosynthétique. L’utilisation de tels
marqueurs pour le métabarcoding du phytoplancton permet de sélectionner uniquement les organismes
photosynthétiques, ce qui est un avantage par rapport au 18S et 16S qui eux sont généralistes et
couvrent toute la diversité des organismes (photosynthétiques et non photosynthétiques).

Les marqueurs qui ont déja été utilisés dans des études taxonomiques et de décryptage de la diversité
moléculaire d’échantillons naturels sont :
rbcL : géne présent sur 'ADN plastidial qui code pour une enzyme essentielle aux producteurs
primaires -la RuBPC/O- qui assure la fixation du COa.
tufA : géne présent sur 'ADN plastidial qui code pour une fonction essentielle : la synthése du
facteur d’élongation Tu (EF-Tu).

Tout comme les chloroplastes, les mitochondries sont des organites présents dans les cellules
eucaryotes a la suite d’'une endosymbiose (Gray, 2012). Des génes de 'ADN mitochondrial (aussi
appelé ADNmt) sont souvent utilisés et reconnus comme barcodes, comme par exemple le COI pour le
régne animal (Hebert et al., 2003). Or, ce dernier n’est pas optimal pour le barcoding des lignées vertes
(Meier et al., 2006).

La figure 1 reprend la localisation cellulaire des différents marqueurs cités ci-dessus.
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Cellule eucaryote

ADN nucléaire (ARNr18Ss)

ADN plastidial
(ARNI16S, ARNI23S, tufA, rbel)

Chloroplaste Cyanobactérie

Mitochondrie
ADN mitochondrial (ARNr16S, ARN23S, COl)

Figure 1 : schéma représentant les localisations des différents organites (et leur matériel génétique
associé) au sein d’'une cellule eucaryote phytoplanctonique. Les marqueurs investigués ici sont indiqués
entre parentheses.

V.2 Bibliothéques de séquences utilisées

Pour chaque marqueur cité ci-dessus, nous avons recherché des bibliotheques de séquences
publiques rassemblant des séquences de taxons phytoplanctoniques avec leur nom taxonomique. Le
tableau 2 donne pour chaque marqueur, son origine et les bases de référence consultées.

Tableau 2 : liste des marqueurs investigués dans cette étude, leur origine et les bases de référence
consultées avec les nombres de séquences qu’elles possédent.

. Nombre de séquences
Marqueur Origine Base(s) de référence —
ADN 9 publiques consultées total specifiques
phytoplancton*
Silva 138 2225272 6881
165 Chioroplastes, pr2 - 16S 6010 1174
Cyanobactéries
PhytoRef 9190 1336
L Silva 138 2225272 9147
Nucléaire,
18S
Eucaryotes
pr2 - 18S 177934 9061
Cyanobactéries ugreen-db 2326 1432
el Chloroplastes, NCBI-GenBank 187709 11391
Cyanobactéries
tufA Chloroplastes, NCBI-GenBank 5453 1974
Cyanobactéries

*aprés homogénéisation de la taxonomie avec AlgaeBase (cf. partie 5.) et comparaison avec
PHYTOBS pour conserver uniquement les séquences appartenant a ces taxons.

IV.2.1 Silva

SILVA (Quast et al., 2013) est une bibliotheque de séquences qui fournit des ensembles de
données complets, contrélés d'un point de vue de leur qualité et régulierement mis a jour pour des
séquences d'ARN ribosomal (ARNr) des petites (16S/18S, SSU) et grandes sous-unités (23S/28S, LSU)
pour les trois domaines de la vie (bactéries, archées et eucaryotes). Cette base est disponible sur
https://www.arb-silva.de/.
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IV.2.2 PR2

PR2 (Guillou et al., 2013) est une bibliotheque qui rassemble uniquement des séquences
codantes pour la petite sous-unité ribosomal (ARNr 18S / SSU) présente uniquement chez les
eucaryotes). Les données de cette base sont contrblées par des experts pour les différents groupes
taxonomiques eucaryotes. Cette derniére est disponible sur https://pr2-database.org/. PR2 propose
également des séquences 16S (uniquement plastidiales ou appartenant a des cyanobactéries) issues
de PhytoRef.

IV.2.3 PhytoRef

PhytoRef (Decelle et al., 2015) est une bibliothéque regroupant uniguement des séquences
codantes pour la petite sous-unité ribosomale des procaryotes (ARNr 16S / SSU). Elle regroupe les
séguences appartenant aux cyanobactéries et aux chloroplastes (présents donc également chez les
organismes phytoplanctoniques eucaryotes). Les séquences de cette bibliothéque sont également
régulierement controlées par des experts et des taxonomistes spécialisés dans le phytoplancton, et sont
disponibles a I'adresse suivante hitp://phytoref.sb-roscoff.fr/ .

IV.2.4 ugreen-db

pgreen-db est une base de référence récemment créée par des experts (Djemiel et al., 2019)
qui regroupe uniquement des séquences codantes pour la grande sous-unité ribosomale des
procaryotes (cyanobactéries mais aussi chloroplastes présents chez les eucaryotes) : ARNr 23S / LSU.
Un intérét particulier est porté sur le domaine V de celui-ci, aussi connu sous le nom de UPA (Universal
Plastid Amplicon). La premiére version de cette bibliotheque est disponible en ligne http://microgreen-
23sdatabase.ea.inra.fr/ .

IV.2.5 NCBI — GenBank

NCBI (National Center for Biotechnology Information) est une plateforme en ligne qui héberge
plusieurs bases de données, centrées sur la biologie moléculaire. Parmi celles-ci, on y retrouve des
bibliothéques de séquences ADN de toutes sortes, c’est le cas de GenBank (Benson et al., 2005). De
nombreuses séquences sont référencées puisque tout chercheur peut y en ajouter, cependant ces
derniéres ne font pas I'objet de validation, ce qui peut poser des problémes pour des usages
ultérieurs. NCBI propose également des bibliothéques de séquences vérifiées (e.g. RefSeq). Toutes
ces données sont disponibles sur la plateforme NCBI https://www.nchi.nlm.nih.gov/ .
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V. Homogénéisation des nomenclatures
taxonomiques des différentes bases de données

Afin de comparer les différentes bases de données entre elles (listes floristiques des différents
plans d’eau, listes de taxon des bibliotheques de séquences de référence), il a fallu rendre leurs
nomenclatures taxonomiques homogénes. En effet, ces nomenclatures taxonomiques sont retrouvées
sous de nombreuses et diverses formes selon les bases de données (sans compter les erreurs
d’orthographe des noms taxonomiques...). Ces corrections et cette homogénéisation des
nomenclatures a été un important travail préalable nécessaire pour pouvoir réaliser les Gap-analyses.
La nomenclature taxonomique d’AlgaeBase (Guiry & Guiry, 2020) a été utilisée comme référence pour
homogénéiser les différentes bases de données, et ainsi pouvoir les comparer : AlgaeBase est une
base de données taxonomiques qui est alimentée par une centaines d’experts internationaux, c’est la
meilleure référence en termes de taxonomie algale et elle est consultable en ligne gratuitement
(https://www.algaebase.org/).

Le tableau 3 reprends les différentes bases de données qui ont été homogénéisées taxonomiquement.

Tableau 3 : résumé des différentes bases ayant été homogénéisées avec la taxonomie d’AlgaeBase.
La source des différentes bases est donnée.

Bases de LA Lien vers fichier
. Intérét(s) Source
données correspondant
Représente la diversité globale du https://hydrobio-
PHYTOBS phytoplancton dans les plans d’eau dce.inrae.fr/phytobs/ Mat.Supp. 2
Regroupe les espéces ayant une valeur .
IPLAC bio-indicatrice dans l'indice IPLAC http://seee.eaufrance.fr/ Mat.Supp. 3
Liste les espéces phytoplanctoniques Creeg a partir des
] ; observations des bureaux
DROM observées dans les plans d’eau des " . Mat.Supp. 1
d’études (rassemblées par
DROM
A. Bonnet)
Base de données de référence mondiale
pour la taxonomique des algues. Elle |https://www.algaebase.org/
AlgaeBase regroupe tous les taxons et décrit leur 08.2020 Mat.Supp. 4
classification taxonomique
Rechercher les identités moléculaires
Listes ADN des especes phytoplanctoniques La liste des différentes Mat.Supp. 5
présentes dans les DROM et celles sur la |sources est donnée en 4.2. (dossier)
liste PHYTOBS de fagon plus générale.

VI. Gap-analyses

Les « gap-analyses » réalisées ci-aprés ont pour objectif de :
(VI.1) vérifier la présence des especes observées dans les DROM au sein de PHYTOBS et voir celles
étant considérées comme bio-indicatrices (dans I'lPLAC) ;
(VI.2) vérifier la couverture de la liste DROM pour les différents barcodes ADN ;
(VI.3) vérifier la couverture des listes PHYTOBS et IPLAC pour les différents barcode ADN.

VI.1 Présence des taxons DROM dans PHYTOBS et I'IPLAC

La présence de 'ensemble de ces espéces dans la liste PhytObs a été vérifiée grace a un script
R. Le tableau 4 donne pour chaque niveau taxonomique le nombre de taxons identifiés dans les DROM
qui sont pris en compte dans PHYTOBS et dans 'lPLAC.
Les taxons sans valeurs taxonomiques (e.g. « Dino A » ; « Dino B ») ont été retirés, ce qui a permis
d’arriver a un total de 617 taxon différents. Cependant, comme I'explicite le tableau 4, de nombreux
taxons (311) restent non-identifiés au niveau spécifique (e.g. « sp. » ; « nd. »). Cependant, 306 taxons
sont associés a une espece définie et 302 d’entre-elles sont retrouvées dans PHYTOBS. En ce qui
concerne les taxons avec une valeur bio-indicatrice (liste IPLAC) seulement 55% des espéces de cette
liste sont couvertes par les observations dans les DROM. En effet, parmi les 165 taxons présents sur
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la liste IPLAC, 92 d’entre eux ont été observés dans les DROM. Etant donné que la liste IPLAC met en
évidence des espeéces bio-indicatrices, il n’a pas été jugé nécessaire de décrire la couverture des rangs

taxonomiques supérieures.

Tableau 4 : taxons observés dans les DROM et pris en compte dans PHYTOBS et dans I'lPLAC. (Les
taxons absents dans PHYTOBS pour les rangs taxonomiques de la classe jusqu’au genre sont des
taxons retrouvés en milieux marins ou saumatres).

t,talzomnt;r?o(zzl Régne E&%ggt Classe Ordre Famille Genre | Espéce

DROM 617 5 11 22 48 92 199 306/617
PHYTOBS 8832 5 11 21 47 91 195/199 | 302/306
IPLAC 165 - - - - - - 92/165

VI.2 Présence des taxons DROM dans les bibliotheques de
référence ADN

La vérification de la présence des especes identifiées dans les DROM dans les différentes
bases de références pour les différents marqueurs ADN a été réalisée a I'aide d’un script R. Le tableau
5 résume les résultats de ces gap-analyses. Comme le montre celui-ci, les taxons observés dans les
DROM sont peu représentés dans les bases de données ADN. Pour I'ensemble des marqueurs, les
bibliothéques de référence sont incomplétes surtout si le niveau spécifique est considéré.

Tableau 5 : couverture (en %) des taxons observés dans les DROM par les différentes bases de
référence ADN investiguées.

16S 185 23S rbcl tufA

Silva | PhytoRef | pr2 Silva pr2 Silva pHgreen-db NCBI NCBI

Gf(%es 4724 | 3015 | 2513 | 66,33 | 66,83 | 35,68 33,17 63,82 31,66
ES('?;SGS 4,54 5,19 438 | 17,02 | 21,72 3,08 3,89 11,83 4,05

VI.3 Présence des taxons PHYTOBS et IPLAC dans les
bibliotheques de réferences ADN
La présence des espéces de PHYTOBS et de I'lPLAC dans les différentes bibliothéques de

séquences et pour les différents marqueurs ADN a également été réalisée avec un autre script R.

Tableau 6 : pourcentages des taxons de PHYTOBS et de I'lPLAC dont des séquences pour les
différents marqueurs sont enregistrées dans les bibliothéques ADN de référence.

16S 18S 23S rbcL tufA

(%) Silva ng‘o pr2 | Silva | pr2 Silva |ugreen-db| NCBI NCBI
PHYTOBS | Genres | 33,07 | 23,14 |14,33 | 50,45 [47,63 | 22,12 20,54 50,23 19,86
PHYTOBS |Especes| 2,58 2,67 155 | 9,85 | 9,75 1,42 2,25 7,47 1,44
IPLAC |Espéeces| 13,33 | 10,91 7,88 | 44,85 | 47,88 | 7,88 10,30 34,55 11,52

Remarque : indiquer les genres de la liste IPLAC représentés par les différents marqueurs ADN n’est
pas particulierement utile ; en effet, si une espéce appartient a un genre présent dans I'PLAC mais que
I'espéce associée au genre en question n’apparait pas dans la liste, alors cela peut préter a confusion.
Cette information n’a donc pas été retenue pour ce tableau.
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VII. Définition des couples de primers pour
amplifier des barcodes de chaque marqueur

VII.1 Notions clés en metabarcoding

Ce qui est généralement qualifié de ‘barcode’ en metabarcoding correspond a une portion de

séquence d’ADN dont le code oligonucleotique (génétique) permet de discriminer les especes les unes
des autres. Le barcode peut provenir de différentes séquences d’ADN (e.g. génes, portions de génes...)
selon le contexte de I'étude (i.e. groupes d’espéces que I'on veut cibler et discriminer). Il doit posséder
une variabilité des nucléotides suffisante pour différencier les especes entre elles, on parle de
résolution. Enfin, sa taille est courte, généralement quelques dizaines ou centaines de paires de bases
(longueur en paires de bases —abrégé pb dans la suite du rapport-) doit étre compatible avec la
technologie de séquencage utilisée.
Pour obtenir ces barcodes, il faut identifier des zones dites primers (ou amorces) positionnées aux 2
extrémités de la région souhaitée (i.e. barcode) ; ces primers permettent une hybridation spécifique sur
la zone d’intérét pour réaliser la réaction de PCR (Polymerase Chain Reaction). Le primer se fixant en
amont de la zone a amplifier est appelé forward, celui en aval est appelé reverse. Les zones ou les
primers s’hybrident vont constituer des zones de fixation de la Taq polymérase (une enzyme capable
de synthétiser le brin d’ADN complémentaire d’'un autre brin matrice). A la fin de la réaction de PCR,
une grande quantité de barcodes est synthétisée, on parle également d’amplicons pour désigner ces
derniers.

Pour ce projet, le barcode idéal devra étre présent chez des organismes appartenant a des
groupes taxonomiques diversifiés : I'ensemble du phytoplancton (dont des eucaryotes et des
procaryotes). Un barcode présent sur un gene chloroplastidial par exemple est un bon candidat, puisqu'’il
limiterait le champ des possibilités aux organismes photosynthétiques, comme le phytoplancton. Il devra
étre capable d’avoir une résolution suffisante pour discriminer des especes : c’est un point important
notamment en bio-indication / bio-monitoring. Enfin, étant donné que la technologie de séquencage
utilisé dans ce projet sera le MiSeq 2x250pb (lllumina), la taille du barcode ne devra pas excéder environ
450 pb (primers inclus).

L'objectif est de faire ressortir pour chacun des marqueurs les avantages et inconvénients liés
a leur utilisation pour du metabarcoding du phytoplancton. A cela, une liste de primers utilisés dans la
littérature sera ajoutée, ainsi que des primers qui auront été « designés » (ou dessinés) dans le cadre
de ce projet. La résolution des régions qu’ils permettent d’amplifier sera évaluée et constituera un
argument important dans le choix du/des primer(s) a utiliser.

VII.2 Méthodologie

Pour chaque marqueur (18S, 16S, 23S, rbcL, tufA), des couples de primers candidats ont été
définis de deux maniéres différentes :

1. Sur base bibliographique : une revue bibliographique a été réalisée pour chaque marqueur afin

d’identifier les primers les plus souvent utilisés en metabarcoding

2. Sur base bioinformatique : a l'aide des bibliotheéques de référence évoquées précédemment

(Silva, pr2 etc.) nous avons recherché s'il était possible de définir de nouveaux primers. Pour cela

la méthodologie suivante a été utilisée pour chaque marqueur :
a. Les séquences du marqueur considéré (ex. 16S) présentes dans les différentes
bibliothéques (ex. Silva, pr2, PhytoRef) ont été combinées dans un jeu de données
commun.
b. Les redondances dans le jeu de données commun ont été traitées de maniere a ne
conserver qu’'une seule séquence associée a une espéce. Ainsi il n’y avait pas d’espéces
surreprésentées, car cela pourrait entrainer des biais dans le design de primers qui serait
alors plus spécifiques pour ces espéces. De la méme maniére, lorsqu’'un groupe
taxonomique entier était surreprésenté par rapport aux autres, I'analyse du jeu de données
était optimisée en prenant en compte cette considération afin que les primers « designés »
ne soient pas trop influencés par celui-ci. En effet, il estimportant que les primers amplifient
de maniere homogeéne toute la richesse en microalgues potentiellement présentes dans un
échantillon de phytoplancton.
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c. L’alignement des séquences récupérées est une étape cruciale pour rechercher les
zones conservées qui contiennent de potentiels primers. Dans le cadre de ce projet, les
séquences sont nombreuses et diversifiées dans l'arbre du vivant ('ensemble du
phytoplancton...). L’alignement multiple d’'un tel jeu de données est chronophage et le
résultat ne serait pas exploitable pour la recherche de séquences conservées : I'algorithme
insére de nombreux ‘gaps’ (i.e. des espaces vides) pour les positions qu’il n’arrive pas a
aligner localement.
La stratégie choisie dans cette étude est donc différente, de maniére a pallier ce probleme.
Les résultats de celle-ci permettront de voir son efficacité pour le design de primers
généralistes adaptés au metabarcoding d’'un groupe taxonomique cible.
La stratégie se décompose comme suit :
- Partitionnement aléatoire du jeu de séquences en plusieurs sous-jeux de données
(ex. jeu de données initial de 1000 séquences partitionné en 100 sous-jeux de 10
séquences).
- Alignements multiples de chacun des sous-jeux de séquences (les alignements sont
ainsi rapides, et plus fiables). Les alignements sont réalisés grace a Muscle (Edgar,
2004), avec les paramétres par défaut.
- Recherche des zones conservées et motifs similaires dans tous les alignements
réalisés, les plus redondants sont conservés et soumis a différents critéres (voir §
suivant) qui font d’eux des primers optimaux. Ces opérations sont réalisées grace a des
scripts Python et au module BioPython (Cock et al., 2009).
- Les primers candidats récupérés sont testés par PCR in silico grace a des
commandes de Mothur (Schloss et al., 2009) sur les jeux de séquences correspondants
(cf. suite).
L’intégralité de ce pipeline bio-informatique, qui regroupe différents langages informatiques,
pour designer des primers a été intégré dans Rstudio dans le but d’étre facilement reproductible.

VII.3 Criteres de sélection des primers

Une fois des couples de primers sélectionnés sur base bibliographique et bioinformatique pour
les différents marqueurs, certaines de leurs caractéristiques ont été mises en avant afin de les
comparer et de conclure sur leur efficacité. Parmi celles-ci, il faudra prendre en considération :

[0 La taille moyenne de I'amplicon : celle-ci doit étre compatible avec la technologie MiSeq
(HNlumina) 2x250pb, comme évoqué précédemment (cf. VII.1).

[ Latempérature hybridation : chaque primer posséde une température d’hybridation qui lui est
propre (& laquelle il va pouvoir s’hybrider avec la séquence d’ADN complémentaire). Les
températures recommandées pour une réaction de PCR optimale sont dans une gamme entre
52 et 58°C. La différence des températures entre le primer forward et le reverse doit étre la plus
faible possible (et il est couramment indiqué qu’elle ne doit pas excéder 5°C) pour garantir une
amplification optimale. Cette température d’hybridation se calcule via différents algorithmes, qui
se basent principalement sur le contenu en nucléotides G et C mais donnent des résultats assez
différents. Pour la sélection des couples de primers en bioinformatique, l'algorithme d’un
package R (TmCalculator) a été utilisé dans un premier temps afin d’avoir une pré-sélection
automatique de ce critére (applicable rapidement a de nombreux primers). Par la suite,
l'algorithme implémenté dans I'outil OligoAnalyzer (Owczarzy et al., 2008 ; www.idtdna.com) a
été utilisé pour revérifier ce critére pour les meilleurs couples de primers candidats retenus. Les
résultats de cet algorithme, différents de celui utilisé dans R, ont été retenus et seront présentés
ici.

[ Potentiels problémes liés a I’hybridation ou a la configuration de la molécule : c’est
également I'outil en ligne OligoAnalyzer qui permet d’estimer si les primers sont susceptibles de
poser des probléemes lors de la réaction de PCR. Par exemple, ces derniers peuvent, a une
température donnée, avoir une structure tridimensionnelle repliée sur elle-méme. Cette
conformation, qualifiée de ‘hairpin’ empéche toute hybridation si elle est présente a une
température similaire ou supérieure a la température d’hybridation recommandée. La présence
de ce phénomeéne sera symbolisée par ‘Hairpin’ (F ou R selon I'amorce concernée) dans les
tableaux descriptifs suivants. Les primers peuvent aussi s’hybrider avec eux-mémes, on parle
d’homo-dimeéres ce phénomeéne peut réduire les chances que les primers s’hybrident avec 'ADN
cible. Il sera symbolisé par ‘Selfdimer’. De la méme maniére les primers forward et reverse
peuvent également s’hybrider entre eux, on parle alors d’hétéro-diméres, symbolisés par la suite
par ‘Heterodimer’.

[l L’efficacité d’amplification in silico : contrdlée grace & des commandes sur Mothur simulant
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des PCR (se basant uniquement sur la composition en nucléotide des séquences). Les
parameétres suivant ont été recensés afin d’avoir une meilleure idée de I'efficacité des couples
de primers :
- Nombre d’amplicons obtenus avec les primers sans aucun mismatch (i.e. chaque
nucléotide composant le primers s’hybride parfaitement avec son complémentaire sur
I'’ADN cible).
- Nombre d’amplicons obtenus avec un maximum de 2 mismatches. Si quelques bases ne
sont pas exactement similaires a celle de ’ADN cible, I'hybridation peut quand méme avoir
lieu en pratique (selon les conditions de températures, la composition du mélange
réactionnel etc.). Un seuil de 2 mismatches maximum est défini car il peut étre représentatif
de PCR en conditions réelles. Ce seuil a été choisi pour définir le nombre de séquences a
conserver par cette étape. La taille de 'amplicon devait également étre dans un intervalle
de + 20 % de la taille médiane des amplicons obtenus pour s’assurer que la séquence
amplifiée correspondait au barcode attendu.
- La résolution spécifigue des amplicons obtenus. Cette derniere s’obtient en divisant le
nombre de séquences uniques récupérées des amplicons par le nombre d’amplicons (avec
2 mismatches maximum autorisés). Elle permet de savoir combien d’espéces sont
discriminés parmi les amplicons.

Dans la partie suivante, cette méthodologie est mise en ceuvre pour chaque marqueur (18S, 16S,
etc.). Pour chaque marqueur, un résumé des résultats et d’abord donné (avantages/inconvénients du
marqueur et de ses couples de primers), puis le détail des bibliothéques de référence utilisées, des
couples de primers et des criteres de sélection sont donnés.
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VII.4 Marqueurs investigués

VII.4.1 ARNr 16S

Geéne codant pour la petite sous-unité ribosomale chez les procaryotes. Le 16S est également
présent dans les plastes (chloroplastes) des eucaryotes. |l posséde des régions variables et d’autres
conservées, qui sont bien documentées (cf. figure 2). Or, TARNr 16S est souvent utilisé en écologie
microbienne et les régions les plus résolutives ne seront pas forcément les mémes pour le
phytoplancton que pour caractériser la diversité microbienne totale. Pour vérifier laquelle des régions
semble étre la plus résolutive pour les taxons d’intérét, une analyse de la résolution de chacune de ces
derniére a été réalisée sur le jeu de donnée qui a également servi au design de primers (cf. § VI1.4.1.2)
et est disponible en annexe (cf. Annexe 1).

A

c1 Vi V2 c2 Vv3C3 V4 C4 V65 C5 V6C6C7V7 V8 C8Vvece

£ -0 R B
1 100 200 30C 420 500 600 700 80C 900 1000 1100 1200 13C0 1400

Locations of variable (B8) and conserved (B regions in 16S rRNA. (J) is completely invariant in all known bacteria.

B

For illustration: an E. coli 16S :RNA sequence ggtccagact Ctgg E
361 ggaatattgc acaatgggcg caagcctgat gcagccatge cgegtgtatg aagaaggect

421 tcgggttgta aagtactttg Ig9ggag: Jgagtaa al : :
481 —gaag caccggetaa
541 ggtgcaagceg ttaatcggaa ttactgggeg taaagegecac gcaggeggt gt :
601 SEEGESES 1g¢ : cat C g cttgagtctc
661 gtagaggggg gtagaattcc aggtgtageg gtgaaatgeg tagagatctg gaggaatacce
721 ggtggcgaag gcoggecccect ggacgaagac tgacgctcag gtgegaaage gtggggagea

W acaggatta gataccctgg tagtelkElelsts) E
Figure 2 : représentation des régions variables et conservées sur ’ARNr 16S pour un organisme de
référence : E. coli (de Ram et al., 2011).

VIl.4.1.1 Résumé des avantages et inconvénients du marqueur

Avantages :

+ Cible I'ensemble du phytoplancton : cyanobactéries (procaryotes) et eucaryotes via le génome des
chloroplastes ;

+ Bases de références bien documentées ;

+ Certains couples d’amorces adaptés au phytoplancton sont renseignés dans la littérature ;

+ Localisation des régions variables et conservées connus (cf. Figure 2).

Inconvénients :

- Amplification de bactéries hétérotrophes (nombreuses et diversifiées dans les milieux ciblés) si les
amorces ne sont pas assez spécifiques : cela peut conduire a une saturation de la profondeur de
séguencage et potentiellement a une incapacité a caractériser efficacement la diversité du
phytoplancton ;

- La résolution taxonomique de ce marqueur peut étre faible pour certains taxons.

VII.4.1.2 Jeu de données utilisé pour « designer » les couples
d’amorces

Les séquences présentes dans les bases Silva v.138 (Quast et al., 2013), pr2 (Guillou et al.,
2013) et PhytoRef (Decelle et al., 2015) ont été combinées dans un jeu de données commun, totalisant
ainsi 2120 séquences. Comme indiqué précédemment (cf. 2b § VII.2), pour chaque espéce une seule
séguence a été conservée parmi toutes celles redondantes. Le nombre de séquences sélectionnées
pour chaque phylum pour le design des primers est donné dans la figure 3. La diversité taxonomique
des séquences représentants chaque phylum a également été mise en évidence en calculant un indice
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de la diversité taxonomique (Warwick & Clarke, 1995).

Rhodophyta -
Qchrophyta -
Miozoa -

Haptophyta -

Diversité
taxonomiq
A+ (%)

Euglenozoa -

60
Cyanobacteria - 40
20

Phyla

Cryptophyta -
Chlorophyta -
Charophyta -

Bacillariophyta -

o
o [=1
i)

Nombre de séquences représentées (aprés avoir supprimé les redondances)

000
1500~

Figure 3 : Pour chaque phylum, le nombre de séquences 16S sélectionnées pour le design de primers
est donnée. Ces séquences d’ARNr 16S sont issues d’'une fusion entre les bases de données Silva
(138), pr2 et PhytoRef. Si une espéce présentait plusieurs séquences, ou si des séquences présentaient
des codes d’accession identiques, alors dans les deux cas, une seule des séquences a été conservée.
La couleur des histogrammes représente la diversité taxonomique (Warwick & Clarke, 1995) au sein du
phylum (O : toutes les espéeces appartiennent au méme groupe taxonomique, 100 : chaque espéece
appartient a un groupe taxonomique différent).

On observe dans la figure 3 qu'il y a davantage de séquences de Cyanobactéries (1488 en
retirant les redondances pour une méme espece) que de séquences de microalgues eucaryotes (646).
Cette différence a été prise en compte pour la recherche d’un couple de primers capable d’amplifier de
maniére efficace a la fois les Cyanobactéries et les microalgues eucaryotes. Pour cela, I'analyse a été
réalisée a nouveau en séparant ces 2 lignées en 2 jeux de données différents. A partir des résultats
obtenus, on a cherché des zones conservées communes sur lesquels un design de primers était
possible.
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VII.4.1.3 Couples de primers candidats et critéeres de sélection

Tableau 7: présentation des couples de primers récupérés de la littérature ou designés dans cette étude et leurs caractéristiques. Différentes informations sont
fournies (pour plus de détails voir § VII.3.). Pour rappel, les températures d’hybridation et les potentiels problémes in vitro sont donnés par OligoAnalyzer (idt-
dna). Les informations relatives aux séquences procaryotes (i.e. cyanobactéries) sont représentées en bleu, celles des eucaryotes en vert et I'ensemble en noir.

Nombre de
séquences
Nombre e .
: . : . amplifiees et de Nombre de séquences
Région Taille m Potentiels sequences longueur uniques récupérées | Résolution
Couple 9 moyenne | en °C | problémes matchant 9 qu pe e Etudes
variable ; S acceptable en parmi les amplicons spécifique
amplicons | (F/R) in vitro exactement avec .
autorisant 2 (2mm)
le couple .
mismatches
maximum
Parada et al.,
2016
o Watanabe et
63.6/ | SelfDimer E 1992/2120 1989/2120 1201/1989 60,38 % al. 2001
515F/926R V4-V5 413 48’ 9 |HeteroDimer 563/646 587/646 476/587 81,09 % reco.r,nmandé
' 1442/1488 1415/1488 726/1415 51,3% par
Santoferrara
2019
575/ | Selbimer £ | 1798/2120 1845/2120 1156/1845 62,65 % Recom;‘:a”de
341F/805R V3-V4 443 51’ 3 | SelfDimer R 376/646 446/646 363/446 81,39 % KIindevorth ot
’ 1427/1488 1414/1488 795/1414 56,22 %
al., 2013
Nubel et al.,
o 1997
579/ _ 1611/2120 1756/2120 1070/1756 60,93 % récemment
CYA359F/CYA781R| V3-V4 425 55; 5 HeteroDimer 210/646 360/646 283/360 78,61 % utilisé par
' 1408/1488 1407/1488 787/1407 55,93 % P
Ivanova et al.,
2019
Fller et al.,
52/ Hairpin F 711/2120 1677/2120 899/1677 53,6 % 2006
PLA491F/805R V4 315 513 Hairpin R 155/646 452/646 345/452 76,32 % déja utilisé a
' 558/1488 1236/1488 555/1236 449 % 'UMR
CARRTEL




555/ HeteroDimer| | 1587/2120 1677/2120 881/1677 5253% | poveoo
CYA781R/E1115R | V5-V6 336 o | e R 311/646 400/646 268/400 67% g che Toos
’ P 1284/1488 1287/1488 613/1287 47,63 % ’
651 30/2120 1657/2120 1043/1657 62,94 % R“‘igg;a"'
E939F/OXY1313R | V6-V7 417 oo | Selidimer F 41646 391/646 311/391 79.53% | \olor
’ 26/1488 1278/1488 733/1278 57,35% 0oL
566/ 1870/2120 1946/2120 1165/1946 59,86 %
PhytF/PhytR V5-V6 386 o5 4581646 538/646 421/538 78.25% | Cette étude
’ 1423/1488 1420/1488 745/1420 52,46 %
518/ 1871/2120 2030/2120 1243/2030 61,23 %
TestlF/testlR | V5-V6 385 nog | remnRasec 459/646 562/646 443/562 78.82% | Cette étude
’ 1423/1488 1481/1488 801/1481 54,08 %
552 1806/2120 2033/2120 1246/2033 61.28 %
Test2F/test?2R | V5-V6 385 Lo | HemnRasec 453/646 562/646 443/562 78.82% | Cette étude
’ 1364/1488 1484/1488 804/1484 54,17 %
553 1806/2120 2032/2120 1245/2032 61.26 %
Test3F/test3R | V5-V6 385 g | HamnRa s 453/646 562/646 443/562 78.82 % | Cette étude
’ 1364/1488 1484/1488 803/1483 54,14 %
. 1798/2120 2027/2120 1241/2027 61,22 %
TestdF/testdR | V5-V6 385 g | HemnRaseC 445/646 557/646 439/557 78.81% | Cette étude
’ 1364/1488 1484/1488 803/1483 54,14 %
538 1807/2120 2030/2120 1243/2030 61,23 %
Test5F/test5R | V5-V6 384 Log | MemnRasec 454/646 562/646 443/562 78.82 % | Cette étude
’ 1364/1488 1481/1488 801/1481 54,08 %

Ce que met en évidence ce tableau, c’est que certains couples de primers utilisés par le passé (et encore actuellement) présentent des caractéristiques
non-optimales pour une amplification efficace. C’'est notamment le cas du couple 515F/926R dont les températures d’hybridation présentent une différence
largement supérieure a celle préconisée pour garantir de bons résultats en PCR. Le tableau présente également d’autres informations importantes comme le
nombre d’amplicons produits in silico et la résolution spécifique de ces derniers. Ces informations vont étre cruciales pour le choix des couples de primers a
tester. En combinant ces derniéres avec celles de la figure 4, nous pouvons voir le spectre de la diversité des amplicons au travers des différents phyla pour
chacun des marqueurs évoqués dans le tableau précédent. Cela permet de vérifier si le choix d’'un couple de primers va étre plus ou moins favorable a
I'amplification d’'une lignée ou d’une autre par exemple et si la diversité amplifiée au sein de cette lignée est important ou ne concerne que quelques représentants




de celle-ci.
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Figure 4 : couverture des différents phyla du phytoplancton par les couples d’amorces du Tableau 7 pour le marqueur 16S.

L’efficacité d’amplification est exprimée (en %) pour chaque phylum et les couleurs explicitent la diversité taxonomique qui

est amplifiée (en %) au sein de ce phylum.
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VIl.4.2 ARNr 18S

Geéne codant pour la petite sous-unité ribosomale chez les eucaryotes, utilisé de maniere
conventionnelle dans les études phylogénétiques (Chapman et al., 1998). Parmi les différentes régions
variables (cf. figure 5) qu’il présente, V2, V4 et V9 du 18S sont les plus adaptées pour recenser la
biodiversité des eucaryotes (Hadziavdic et al., 2014) et communément utilisées pour les organismes
phototrophes eucaryotes (Bradley et al., 2016). La région V4 est la plus classiquement utilisée en
metabarcoding car c’est celle qui est la plus variable sur le 18S (ex. Alverson et al., 2006) avec de

nombreux primers documentés et qu’elle a été déclarée comme « pre-barcode » pour I'étude des
protistes (Pawlowski et al., 2012).
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Figure 5 : représentation des zones variables et conservées du 18S et localisation de différents primers.

La variabilité est représentée par les valeurs d’entropie de Shannon calculées pour chaque position de

séguences eucaryotes alignées selon celle d’'un organisme modéle : S. cerevisiae (Figure de Hadziavdic
etal., 2014)

VII.4.2.1 Résumé des avantages et inconvénients du marqueur

Avantages :

+ Assure la plus grande couverture du phytoplancton eucaryote pour les listes DROM et PHYTOBS
(cf. Gap-analyses) ;

+ Bases de références bien documentées ;

+ Certains couples d’amorces adaptés au phytoplancton déja renseignés dans la littérature ;
+ Présence de régions variables et conservées (cf. Figure 5).

Inconvénients :

- Ne cible pas les procaryotes, et donc nécessité d’étre combiné a un autre marqueur pour couvrir
également les cyanobactéries ;
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- Ne cible pas seulement les micro-algues mais aussi une large diversité e microbes hétérotrophes
(protistes) qui peut nécessiter une profondeur de séquencage accrue pour bien caractériser la diversité
des micro-algues.

- la région V4 du 18S varie en longueur entre les taxons : cause des problémes d’alignements et ainsi
des difficultés de mise en place d’'un seuil de divergence entre les séquences (Zhang et al., 2018 + réf.
associées, et ici avec les Euglenozoa — cf. suite -) ;

- Marqueur assez conservé (méme dans les régions variables) qui ne discrimine pas certaines espéces
(qui peuvent I'étre sur des criteres morphologiques) (Krietniz & Bock 2012 + réf. associées).

VII.4.2.2 Jeu de données utilisé pour « designer » les couples
d’amorces

Les séquences présentes sur les bases de données Silva v.138 (Quast et al., 2013) et pr2
(Guillou et al., 2013) ont été combinées dans un jeu de données commun totalisant ainsi 3040
séquences. Comme indiqué précédemment (cf. 2b § VII.2), pour chaque espéce une seule séquence a
été conservée parmi toutes celles redondantes. Le nombre de séquences sélectionnées pour chaque
phylum pour le design des primers est donné dans la figure 6. La diversité taxonomique des séquences
représentants chaque phylum a également été mise en évidence en calculant un indice de la diversité
taxonomique (Warwick & Clarke, 1995). Cette figure nous permet également de constater que les phyla
qui sont le plus représentés en moléculaire (i.e. qui présentent le plus grand nombre de séquences
documentées) sont ceux des Chlorophyta et Bacillariophyta. D’autres, comme les Haptophyta ou les
Bigyra restent encore trés peu documentés pour ce marqueur.
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Figure 6 : Pour chaque phylum, le nombre de séquences 18S sélectionnées pour le design de primers est
donnée. Ces séquences d’ARNr 18S sont issues d’une fusion entre les bases de données Silva (138), pr2.
Si une espéce présentait plusieurs séquences, ou si des séquences présentaient des codes d’accession
identiques, alors dans les deux cas, une seule séquence a été conservée. La couleur des histogrammes
représente la diversité taxonomique (Warwick & Clarke, 1995) au sein du phylum (O : toutes les espéces
appartiennent au méme groupe taxonomique, 100 : chaque espéce appartient a un groupe taxonomique
différent).
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Etant donné que la région V4 est la plus résolutive, et I'une des plus adaptée au séquencage
MiSeq lllumina, les analyses de primers se concentreront sur celles-ci. Méme si d’autres régions ont
été investiguées, c’est sur la région V4 que les meilleurs résultats ont été obtenus et que des couples
de primers ont pu étre trouvés. Cependant, il faut noter que la région V4 exclut totalement le phylum
des Euglenozoa : en effet ces derniers présentent un intron d’environ 250 pb portant la taille de la
séquence amplifiée a environ 680 pb (ce qui est trop grand pour le séquengage MiSeq que I'on souhaite
réaliser).
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VII.4.2.3 Couples de primers candidats et critéres de sélection

Tableau 8: présentation des couples de primers récupérés de la littérature ou designés dans cette étude et leurs caractéristiques. Différentes informations sont
fournies (pour plus de détail voir § VI1.3.). Pour rappel, les températures d’hybridation et les potentiels problémes in vitro sont donnés par OligoAnalyzer (idt-

dna).
Nombre de
séquences
. . [\lombre amplifiées et de Nombre de
. Taille Tm* | Potentiels séquences . ) . .
Région o . longueur séquences uniques |Résolution
Couple ; moyenne |en °C |problémes matchant - i : e Etudes
variable . e, acceptable en récupérées parmiles | spécifique
amplicons | (F/R) | in vitro exactement : ;
autorisant 2 amplicons (2mm)
avec le couple :
mismatches
maximum
TAREUK454FWD1/TAREUKR | V4 417 8017 SelDimer | 55,2/3040 2731/3040 2170/2731 79450, | Stoecket
45,9 F al., 2010
52,2/ o Zimmerman
D514for18S/D978rev18S V4 437 46,7 1053/3040 2193/3040 1726/2193 78,70 % etal., 2011
Zimmerman
D512for18S/Euk690R V4 337 9221 2337/3040 2648/3040 2061/2648 77.830 | Stal 2011
51,4 + Elwood et
al., 1985
Test101F/test101R Va 433 izélll Sg”l:i']?tf’ 2443/3040 2599/3040 2057/2599 79,14 % | Cette étude
Test101F/Euk690R V4 342 552i14/ 2352/3040 2584/3040 2017/2584 78,05 % | Cette étude
Rhodol101F/Euk690RhodoTm| V4 344 555661/ SelfDimerF 2521/3040 2678/3040 2089/2678 78,00 % | Cette étude

Ce que met en évidence ce tableau, c’est que certains couples de primers utilisés par le passé (et encore actuellement) présentent des caractéristiques
non-optimales pour une amplification efficace. C’est notamment le cas du couple TAREuk454FWD/TAREUkR dont les températures d’hybridation présentent une
différence largement supérieure a celle préconisée pour garantir de bons résultats en PCR ainsi qu’un risque élevée d’hybridation des amorces forward entre
elles. Le tableau présente également d’autres informations importantes comme le nombre d’amplicons produits in silico et la résolution spécifique de ces derniers.
Ces informations vont étre cruciales pour le choix des couples de primers a tester. En combinant ces dernieres avec celles de la figure 7, nous pouvons voir le
spectre de la diversité des amplicons au travers des différents phyla pour chacun des marqueurs évoqués dans le tableau précédent. Cela permet de vérifier si
le choix d’un couple de primers va étre plus ou moins favorable a I'amplification d’'une lignée ou d’'une autre par exemple et si la diversité amplifiée au sein de




cette llignée est important ou ne concerne que quelques représentants de celle-ci. Comme le montre ces résultats, il est difficile de trouver un couple de primers
avec de bons criteres pour la réaction de PCR qui cible le phylum des Rhodophyta. Une autre remarque importante concerne I'absence du phylum des
Euglenozoa, pas représenté ici. En effet, une insertion d’environ 250 pb a été trouvée pour ce phylum pour la région V4 du 18S. La conséquence est qu’avec les
couples d’amorces utilisés, les amplicons produits pour ce phylum ont une taille qui dépasse les 600 bases et ne permet donc pas le séquencage de ces
amplicons avec la technologie MiSeq (lllumina) 2x250pb.
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Figure 7 : couverture des différents phyla du phytoplancton par les couples d’amorces du Tableau 8 pour le marqueur 18S. L'efficacité
d’amplification est exprimée (en %) pour chaque phylum et les couleurs explicitent la diversité taxonomique qui est amplifiée (en %) au sein de
ce phylum.



VII.4.3 ARNr 23S

Geéne codant pour la grande sous-unité ribosomale chez les procaryotes. Une région de ce
géne, appartenant au domaine V, appelée ‘UPA’ (Universal Plastid Amplicon) est utilisée pour les
organismes que I'on souhaite cibler (phytoplancton eucaryote et cyanobactéries) (Sherwood & Presting
2007).

VII.4.3.1 Résumé des avantages et inconvénients du marqueur

Avantages :

+ Cible I'ensemble du phytoplancton : cyanobactéries (procaryotes) et eucaryotes via le génome des
chloroplastes ;

+ Apporte une meilleure résolution phylogénétique que les petites sous-unités ribosomales (Gutell et
al., 1994 ; Pei et al., 2009) ;

+ Couvre mieux la diversité des communautés des cyanobactéries que le 16S ou tufA (Marcelino &
Verbruggen, 2016) ;

+ Universalité du marqueur : avec une simple paire de primers, il est possible d’amplifier 'ensemble des
clades associés au phytoplancton (Sherwood & Presting, 2007 ; Saunders & Kucera, 2010) ;

+ Marqueur d’intérét grandissant, notamment ‘en interne’ (INRAE) (INRAE Bordeaux Djemiel et al.,
2020 ; INRAE Dijon : Marie-Agnés Coutellec et al., in press (séquences 23S culture TCC) et bases de
références en développement.

Inconvénients :

- Bases de données encore ‘pauvres’ en séquences ;

- Des résultats variables pour quelques groupes taxonomiques pour lesquels la résolution n’est pas
suffisante pour distinguer certaines espéces (Saunders & Kucera, 2010).

- Amplification de bactéries hétérotrophes (nombreuses et diversifiées dans les milieux ciblés) si les
amorces ne sont pas assez spécifiques : cela peut conduire a une saturation de la profondeur de
séguencage et potentiellement a une incapacité a caractériser efficacement la diversité du
phytoplancton ;

VII.4.3.2 Jeu de données utilisé pour « designer » les couples
d’amorces

Les séquences présentes sur les bases de données Silva v.138 (Quast et al., 2013) et pgreen-
db (Djemiel et al., 2020) ont été combinées dans un jeu de données commun totalisant ainsi 866
séquences. Comme indiqué précédemment (cf. 2b 8§ VII.2), pour chaque espéce une seule séquence a
été conservée parmi toutes celles redondantes. Le nhombre de séquences sélectionnées pour chaque
phylum pour le design des primers est donné dans la figure 8. La diversité taxonomique des séquences
représentants chaque phylum a également été mise en évidence en calculant un indice de la diversité
taxonomique (Warwick & Clarke, 1995). Cette figure nous permet également de constater que les
séquences des cyanobactéries sont les plus représentées pour ce marqueur. D’autres phyla, comme
les Haptophyta ou les Miozoa restent encore trés peu représentés par ce marqueur. Nous pouvons
également constater que de maniére globale, les séquences de ce marqueur pour le phytoplancton sont
moins nombreuses que pour les autres séquences ribosomales évoquées précédemment (i.e. 16S et
18S).
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Figure 8 : pour chaque phylum, le nombre de séquences 23S sélectionnées pour le design de primers est
donnée. Ces séquences d’ARNr 23S sont issues d’une fusion entre les bases de données Silva (138),
pgreen-db. Si une espéce présentait plusieurs séquences, ou si des séquences présentaient des codes
d’accession identiques, alors dans les deux cas, une seule séquence a été conservée. La couleur des
histogrammes représente la diversité taxonomique (Warwick & Clarke, 1995) au sein du phylum (0 : toutes
les espéces appartiennent au méme groupe taxonomique, 100 : chaque espéece appartient & un groupe
taxonomique différent).
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VII.4.3.3 Couples de primers candidats et critéres de sélection

Tableau 9: présentation des couples de primers récupérés de la littérature ou designés dans cette étude et leur caractéristiques. Différentes informations sont
fournies (pour plus de détail voir § VI1.3.). Pour rappel, les températures d’hybridation et les potentiels problémes in vitro sont donnés par OligoAnalyzer (idt-dna).

Nombre de
séquences
Nombre o .
: . . . amplifiees et de Nombre de séquences
- Taille Tm* | Potentiels séquences . . s . .
Région o N longueur uniques récupérées | Résolution
Couple variable moyenne fen °C |probleémes matchant acceptable en armi les amplicons spécifique Etudes
amplicons | (F/R) | invitro* |exactement avec pt P P P q
autorisant 2 (2mm)
le couple .
mismatches
maximum
513/ Sherwood
p23SrV_f1/p23SrV_rl | UPA 408 £3 651/866 732/866 628/732 85,79 % | & presting
(2007)
A23SIV_F1/A23SrV_R1| UPA 411 4487’38/ 652/866 740/866 639/740 86,35% Yoozgféa"'
A23SIV_F2/A23SrV_R2| UPA 405 552633/ 654/866 729/866 625/729 85,73 % Yoozrc‘)fga"'
test253F/test253R | UPA aog | 239/ 700/866 745/866 643/745 86,300% | CeUe
54,8 étude
test587F/test587R | UPA aog | 239/ 700/866 745/866 643/745 86,300% | CeUe
53,2 étude
test108F/test108R UPA a2 | 935/ 731/866 751/866 646/751 86,01 % Cette
50,9 étude

Ce que met principalement en évidence ce tableau, c’est I'efficacité d’amplification de I'ensemble des couples de primers présentés ici ainsi que la bonne
résolution fournie par ces amplicons. L’universalité de ces primers est un avantage majeur qui garantit une bonne amplification a la fois chez les organismes
procaryotes et eucaryotes. De plus, comme le montre la figure 9, les différents phyla du phytoplancton sont plutdt bien représentés. Le seul biais que nous
pourrions évoquer ici est le fait que le nombre de séquences soit faible et donc pas assez représentatif de la diversité naturelle. Il serait intéressant de savoir si
ces mémes couples de primers seraient capables d’amplifier davantage de séquences 23S, qui ne sont pas encore répertoriées dans des bibliotheques de
références pour s’assurer de I'universalité des primers a plus grande échelle.
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Figure 9 : couverture des différents phyla représentant le phytoplancton par les potentiels couples d’amorces proposés. L’efficacité d’amplification est
exprimée (en %) pour chaque phylum et les couleurs explicitent la diversité taxonomique qui est amplifiée (en %) au sein de ce phylum.
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VIl.4.4 rbcL

Gene codant pour I'enzyme ribulose-bisphosphate-carboxylase/oxygenase (RuBPC/O). Cette
derniere assure la fixation du CO:2 par les producteurs primaires et est donc essentielle au
fonctionnement de tout organisme photosynthétique.

VIl.4.4.1 Résumé des avantages et inconvénients du marqueur

Avantages :

+ Marqueur plastidial qui couvre a la fois les eucaryotes et procaryotes photosynthétiques ;

+ Des études montrent qu’il offre une bonne résolution intra-lignées, il est méme un des marqueurs
recommandé pour le barcoding des plantes (CBOL Plant Working Groupe, 2009) ;

+ Efficacité démontrée pour les diatomées avec Diat.barcode (Rimet et al., 2019) ;

+ Nombreuses séquences disponibles sur GenBank.

Inconvénients :

- Pas de bases de données existantes pour 'ensemble des classes algales, il faut donc les récupérer
sur GenBank ;

- Les primers sont spécifiques a certaines lignées, pas de primers universels efficaces pour 'ensemble
du phytoplancton, difficulté d’en développer pour du metabarcoding.

VII.4.4.2 Jeu de données utilisé pour « designer » les couples
d’amorces

Les séquences rbcL présentes sur GenBank ont été récupérées grace a un script écrit sur
Python. Une fois ces nombreuses séquences traitées et associées a celle des espéces présentes sur
PHYTOBS, le jeu de données a été traité comme indiqué précédemment (cf. 2b § VII.2). Pour chaque
espece, une seule séquence a donc été conservée parmi toutes celles redondantes. Le jeu de données
totalisait alors 4605 séquences. Le nombre de séquences sélectionnées pour chaque phylum pour le
design des primers est donné dans la figure 10. La diversité taxonomique des séquences représentant
chaque phylum a également été mise en évidence en calculant un indice de la diversité taxonomique
(Warwick & Clarke, 1995). Cette figure nous permet également de constater que les séquences des
cyanobactéries sont les plus représentées pour ce marqueur. Les phyla des Bacillariophyta et des
Chlorophyta sont également bien représentés, en revanche, d’autres comme les Cryptophyta,
Haptophyta ou encore les Miozoa restent encore trés peu représentés par ce marqueur.
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Figure 10 : pour chaque phylum, le nombre de séquences rbcL sélectionnées pour le design de primers est
donnée. Ces séquences rbcL ont été initialement récupérées de GenBank grace a un script Python. Si une
espéce présentait plusieurs séquences, ou si des séquences présentaient des codes d’accession
identiques, alors dans les deux cas, une seule séquence a été conservée. La couleur des histogrammes
représente la diversité taxonomique (Warwick & Clarke, 1995) au sein du phylum (O : toutes les espéces
appartiennent au méme groupe taxonomique, 100 : chaque espéce appartient & un groupe taxonomique
différent).
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VII.4.4.3 Couples de primers candidats et critéres de sélection

Tableau 10: présentation des couples de primers récupérés de la littérature ou designés dans cette étude et leurs caractéristiques. Différentes informations sont
fournies (pour plus de détail voir § VII.3.). Pour rappel, les températures d’hybridation et les potentiels problémes in vitro sont donnés par OligoAnalyzer (idt-

dna) ; étant donné qu'ici les primers ne répondaient pas au critére de taille attendue pour les amplicons ces paramétres n’'ont pas été décrits.

Nombre séquences Nombre de séquences
. Taille Tm* | Potentiels d amplifiées et de Nombre de séquences . .
Région o N matchant . . C . | Résolution
Couple ; moyenne |en °C |problemes longueur acceptable en | uniques récupérées parmi e Etudes
variable . Lo o | exactement avec le ; X spécifique
amplicons | (F/R) | in vitro couple autorisant 2 les amplicons (2mm)
P mismatches maximum
Forme
P169/P328 1D 554 - - 0/4605 699/4605 652/699 93.27 %
21-mer P3 Paul et al.,
/18-mer | TOME | 423 - - 27314605 1189/4605 962/1189 80.90 % 1990
PG 1A/1B

Aucun autre couple de primers adapté au barcoding n’a été trouvé dans la littérature. Cela s’explique par la difficulté de trouver des régions conservées
au sein du gene rbclL qui a déja été décrit pour accueillir des introns, notamment chez des macroalgues marines (Hanyuda et al., 2000), et cela a I'air d’étre
également confirmé pour les microalgues d’eau douce. Méme au sein d’un seul groupe taxonomique comme les diatomées, il est nécessaire de designer
différents primers pour couvrir la diversité du groupe (Vasselon et al., 2017). Malgré les nombreux avantages qu’offrent I'utilisation du marqueur rbcL pour le

la.

barcoding du phytoplancton, celui-ci ne peut étre retenu a cause de la non-universalité des primers. L’investigation des primers pour ce marqueur s’arréte donc




VI1.4.5 tufA

Utilisé pour la premiére fois en phylogénie par Iwabe et al., 1989 puis par Delwiche et al., 1995
pour démontrer I'origine cyanobactérienne des chloroplastes présents chez les organismes eucaryotes.
Ce géne est relativement bien conservé au fil de I'évolution : il code pour la synthése d’'une protéine
essentielle, le facteur d’élongation Tu (EF-Tu).

VII.4.5.1 Résumé des avantages et inconvénients du marqueur

Avantages :

+ Couvre a la fois les eucaryotes et les procaryotes ;

+ Offre une bonne résolution intra-lignées pour certaines espéces phytoplanctoniques d’eau douce
difficile a différencier morphologiquement (Vieira et al., 2016 ; Zou et al., 2016) ;

+ Présente moins d’introns que d’autres marqueurs (e.g. rbclL) et le rend donc plus adapté au
metabarcoding ;

+ Ce marqueur présenterait un taux d’évolution moléculaire intermédiaire (Saez et al., 2008) permettant
ainsi une meilleure résolution intra-lignées (Sauvage et al., 2016).

Inconvénients :

- Peu de séquences en ligne (pas de bases de données existante, il faut les récupérer sur GenBank) ;
- Trés utilisé pour les Ulvophyceae (beaucoup de séquences pour cette classe mais peu pour le
phytoplancton en général) ;

- Primers développés dans la littérature pas forcément adaptés, difficulté d’en développer de nouveaux
‘fiables’ étant donné le peu de données représentant nos cibles.

VIl.4.5.2 Jeu de données utilisé pour designer les couples d’amorces

Les séquences tufA présentes sur GenBank ont été récupérées grace a un script écrit sur
Python. Une fois ces hombreuses séquences traitées et associées a celle des espéces présentes sur
PHYTOBS, le jeu de données a été traité comme indiqué précédemment (cf. 2b § VII.2). Pour chaque
espece, une seule séquence a donc été conservée parmi toutes celles redondantes. Le jeu de données
totalisait alors 430 séquences. Le nombre de séquences sélectionnées pour chaque phylum pour le
design des primers est donné dans la figure 11. La diversité taxonomique des séquences représentants
chaque phylum a également été mise en évidence en calculant un indice de la diversité taxonomique
(Warwick & Clarke, 1995). Cette figure nous permet également de constater que les séquences du
phylum des Chlorophyta sont les plus représentées pour ce marqueur. Relativement peu de séquences
appartenant a des taxons phytoplanctoniques sont retrouvés pour le marqueur tufA, en effet ce dernier
a davantage été utilisé dans la littérature pour les plantes terrestres et les macrophytes.
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Figure 11 : pour chaque phylum, le nombre de séquences tufA sélectionnées pour le design de primers
est donnée. Ces séquences tufA ont été initalement récupérées de GenBank grace a un script Python.
Si une espéce présentait plusieurs séquences, ou si des séquences présentaient des codes d’accession
identiques, alors dans les deux cas, une seule séquence a été conservée. La couleur des histogrammes
représente la diversité taxonomique (Warwick & Clarke, 1995) au sein du phylum (O : toutes les espéces
appartiennent au méme groupe taxonomique, 100 : chaque espéce appartient a un groupe taxonomique
différent).
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VII.4.5.3 Couples de primers candidats et critéres de sélection

Tableau 11 : présentation des couples de primers récupérés de la littérature ou designés dans cette étude et leurs caractéristiques. Différentes informations
sont fournies (pour plus de détail voir § 7.3. 4). Pour rappel, les températures d’hybridation et les potentiels problémes in vitro sont donnés par OligoAnalyzer
idt-dna) ; lorsque les primers ne répondaient pas au critére de taille attendue pour les amplicons, ces parametres n’ont pas été décrits.

Nombre de
séguences
Nombre e .
. . . . amplifiées et de Nombre de séquences
. Taille Tm Potentiels sequences . . . ; .
Région o \ longueur uniques récupérées Résolution
Couple ; moyenne |en °C | problémes matchant ; : e Etudes
variable ; L acceptable en parmi les amplicons spécifique
amplicons | (F/R) | invitro exactement avec .
autorisant 2 (2mm)
le couple !
mismatches
maximum
TUfAF/TUfAR - 987 1/430 60/430 60/60 10095 |Famaetal
(2002)
TufA_SFITufA_SR - 622 35/430 1471430 140/147 95,23 % Z?;Oi%")""
Sauvage
Tubryo_F/Tubryo R - 596 4/430 117/430 113/117 95,76 % et al.
(2016)
553/ SelfDimer F Sauvage
envtufA_F/envtufA_R - 463 5 4 8 &R 56/430 245/430 220/245 89,79 % etal.
"~ |HeteroDimer (2016)
Test129F/test129R - 339 49.8 110/430 308/430 285/308 92,53 % g:ette
49.8 étude
Test130F/testl30R | - a0 | 498/ 110/430 308/430 285/308 92,539 | Cette
51.3 étude
Testl26F/test126R | - a0 | 498 112/430 306/430 283/306 92,489 | Ceue
/49.8 étude

Ce que met principalement en évidence ce tableau, c’est le manque d’efficacité d’amplification de 'ensemble des couples de primers récupérés ici de la
littérature. Lorsque ceux-ci présentent une efficacité un peu meilleure (e.g. envtufA_F/envtufA_R) alors les critéres d’amplifications peuvent poser probléme, ou
alors ces primers ne sont pas trés fiables, notamment le couple évoqué en question, qui présente énormément d’ambiguités (cf. Annexes, tableau des séquences
des primers). Les couples de primers trouvés dans cette étude semblent étre plus efficaces pour le phytoplancton, méme si 'amplification reste un peu limitée.



En revanche, nous pouvons voir la haute résolution spécifique qu’apporte ces amplicons (autour de 92 % pour les couples de primers designés ici). Notons
également que le nombre de séquences pour ce marqueur reste assez limité. La figure 12 quant a elle nous confirme la faible couverture des couples de primers
de la littérature pour le phytoplancton, et nous montre que la diversité des phyla couverts par les couples d’amorces designés ici est assez hétérogene.
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Figure 12 : couverture des différents phyla représentant le phytoplancton par les potentiels couples d’amorces proposés. L’efficacité
d’amplification est exprimée (en %) pour chaque phylum et les couleurs explicitent la diversité taxonomique qui est amplifiée (en %) au
sein de ce phylum.



VIil. Protocole d’échantillonnage

Dans le cadre de ce projet, il est nécessaire de collecter de nouveaux échantillons de
phytoplancton des plans d’eau des DROM sur lesquels 'ADN pourra étre extrait. Pour faciliter cette
collecte, un protocole d’échantillonnage pour ’ADNe du phytoplancton a été défini et sera fourni aux
différents laboratoires préleveurs dans les DROM deés I'année prochaine. Ces derniers pourront alors
nous faire des retours sur l'utilisation de celui-ci afin de I'optimiser si nécessaire. Ce protocole se base
sur celui élaboré et utilisé dans le cadre du projet EcoAlpsWater (https://www.protocols.io/view/lake-
plankton-sample-collection-from-the-field-for-xn6fmhe Domaizon et al., 2019). L’ensemble du matériel
nécessaire pour réaliser les campagnes de prélévements dans les plans d’eau des DROM sera envoyé
aux différents opérateurs de terrain (bureaux d’études / DREAL / Office de I'eau...), accompagné du
protocole défini. Une version en format vidéo de démonstration de la mise en ceuvre sera également
fournie. Le protocole en question est disponible en matériel supplémentaire (Mat.Supp.6).

L'utilisation de Stérivex sera préconisée pour réaliser les filtrations de I'eau directement sur le
terrain. Celle-ci sera réalisée grace a des seringues et la conservation des échantillons sera possible
directement dans les Stérivex grace a l'utilisation d’'un tampon de préservation. Cela permettra de
conserver les échantillons jusqu’a la fin de I'année, lorsque les opérateurs de terrain devront alors nous
les renvoyer. Nous prendrons contact dés le début de I'an prochain avec ces derniers afin de leur
transmettre toutes ces informations plus en détails.

IX. Discussion et perspectives
IX.1 Liste taxonomique

La liste taxonomique réalisée sur la base des observations microscopiques du phytoplancton
dans les plans d’eau des DROM met en avant un résultat positif : une proportion considérable de ces
taxons sont présents dans la liste des espéces bio-indicatrices contenues dans la méthode IPLAC.
Cependant, ce sont les investigations futures qui nous permettront de conclure sur I'efficacité de cet
indice pour les plans d’eau des DROM ou sur le besoin d’adapter ce dernier pour ces milieux ou d’en
définir un nouveau. De plus, il est nécessaire de rappeler que les observations microscopiques réalisées
dans les DROM sont susceptibles de souffrir de certains biais observateurs (références différentes pour
les identifications microscopiques, personnes différentes impliquées dans les comptages, expertises
différentes etc.). Bien qu’elles fournissent un apergu général de la diversité du phytoplancton dans les
DROM, se focaliser uniquement sur celles-ci dans le cadre de notre projet serait une erreur. C’est
pourquoi la base PHYTOBS a été utilisée, afin de couvrir 'ensemble du phytoplancton d’eau douce
(présent a ce jour sur la base). L’avantage est que la méthode développée dans le cadre de ce projet
sera plus robuste et pourra également étre appliquée a d’autres milieux lacustres. Les gap-analyses
indiquent un manque de représentativité du phytoplancton d’eau douce (PHYTOBS) dans les
bibliothéques ADN. Ce projet, ainsi que tous les autres travaillant sur le sujet, permettront d’augmenter
le nombre de séquences disponibles pour le phytoplancton au fil du temps en confrontant les
observations microscopiques aux outils moléculaires en cours de développement.

IX.2 Choix du barcode

Etant donné le contexte dans lequel s’inscrit ce projet, l'idéal serait de trouver un barcode
couvrant a la fois toute la diversité du phytoplancton (eucaryote et procaryote), offrant une bonne
résolution et pouvant s’obtenir avec un seul couple de primers afin de faciliter I'utilisation de la méthode.
Les différents barcodes investigués dans le début de ce projet montrent que le marqueur idéal tel que
décrit précédemment n’existe pas et qu'il va falloir faire des compromis pour trouver celui qui sera le
plus adapté pour répondre aux objectifs du projet. Peser les avantages et inconvénients de chacun n’est
pas suffisant pour permettre de décider de I'efficacité du barcode, il faut également prendre en compte
I'existence de primers pertinents pour celui-ci.

Par exemple, les investigations réalisées présentent le rbcL comme un marqueur idéal : il est
présent a la fois chez les eucaryotes et les procaryotes. De plus, il ne va cibler que des organismes
photosynthétiques et pour finir beaucoup de séquences de celui-ci sont associées a des taxons de la
base PHYTOBS. Cependant, il n’est pas possible de trouver pour ce marqueur des couples de primers
universels pour le phytoplancton (mais également pour certaines grandes lignées de celui-ci).

Quel que soit le marqueur choisi, les primers jouent donc un réle des plus primordial et le choix
du couple de primer a utiliser va étre déterminant dans la suite de I'étude. C’est pour cette raison que
beaucoup de temps a été consacré au design de primers au cours de la premiére phase du projet. Au
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vu des premiers résultats des PCR in silico réalisées, le choix se porterait sur ’ARNr 23S comme
barcode pour la suite du projet. En effet, en plus d’étre résolutif, la région ‘UPA’ constitue un barcode
pour I'ensemble du phytoplancton amplifiable par un méme couple d’amorce. Enfin, il existe différents
couples d’amorces (énoncés précédemment dans le tableau consacré aux primers pour le 23S) dans
la littérature, mais aussi « designés » ici, qui présentent de bonnes caractéristiques pour 'amplification
in vitro. Le seul inconvénient de I'utilisation du 23S réside dans les bases de données encore peu
completes, mais celles-ci tendent a s’enrichir notamment, avec des auteurs travaillant sur des
problématiques similaires et dont le choix s’est également porté sur le 23S pour le barcoding des
microalgues (Djemiel et al., 2020 ; Gorzerino et al., en élaboration).

Enfin une autre stratégie consisterait a utiliser en paralléle plusieurs marqueurs : en effet cette
approche améliorerait nettement la résolution mais serait plus difficile a mettre en ceuvre. Ce projet
cherche a développer une méthode facile a utiliser, et tentera si possible d’éviter I'utilisation de plusieurs
barcodes, toutefois certains auteurs la recommandent (Pawlowski et al., 2012).

IX.3 Stratégie et design de primers

L’investigation réalisée autour des primers a été menée, ici, avec une nouvelle stratégie adaptée
a la recherche de zones conservées au travers d’'un nombre important de séquences diversifiées d’un
point de vue phylogénétique. Cette stratégie s’est avérée efficace car elle a pu mettre en évidence des
couples de primers dont les caractéristiques sont considérées comme optimales pour les réactions de
PCR.
Les caractéristiques d’'un couple de primers qui garantissent de bonnes amplifications par PCR sont :

e Taille de 'amorce entre 18 et 22 bases ;

Températures d’hybridation comprises entre 52 et 58°C ;
Pas plus de 5°C de différence entre les températures d’hybridation entre Forward et Reverse ;
Pas plus de 3 ‘G’ ou ‘C’ sur les 5 derniéres bases de 'amorce ;
Préter attention aux différentes conformations spatiales de I'amorce en fonction de la
température ainsi qu’'a la possibilité de formation de dimeéres (cf. OligoAnalyzer).

Ces informations sont en général bien reconnues en biologie moléculaire, on les retrouve détaillées sur
des sites comme par exemple http://www.premierbiosoft.com/tech notes/PCR_Primer_Design.html .

Les nouveaux couples de primers designés lors de cette étude méritent donc d’étre considérés
et testés in vitro au méme titre que ceux qui sont récurrents dans la littérature et donc souvent ré-utilisés
malgré certaines limites. Une attention particuliére devrait étre portée sur I'utilisation des primers - dans
le cas ou I'on utilise des couples d’amorces designés dans la littérature par le passé : les bibliotheques
ADN évoluent vite et certains primers peuvent vite devenir obsolétes.

IX.4 Les perspectives du projet pour 2021

Les travaux réalisés en 2020 ont permis de développer des outils bio-informatiques qui ont été
utilisés dans ce rapport et pourront faire I'objet de partages avec les personnes intéressées. lls ont
rendu possible ’homogénéisation des bases de références selon une méme nomenclature taxonomique
pour le phytoplancton, a savoir, celle d’AlgaeBase (Guiry & Guiry, 2020). Cela a permis la création de
bases de données moléculaires adaptées a I'étude du phytoplancton d’eau douce. Une méthode pour
la recherche de primers a également été développée. Tout cela a permis de poser les bases du projet
pour les années suivantes.

Pour I'année 2021, les principaux objectifs seront alors de :

1. Prendre contact avec les services locaux de chague DROM

Nous prendrons contact avec les services responsables (office de l'eau, direction de
'environnement...) de chaque DROM afin de demander les autorisations de former a
distance les bureaux d’études chargés des prélévements annuels afin qu’ils réalisent les
prélevements ADN. Le but est de collecter des échantillons de phytoplancton des plans
d’eau des DROM permettant de produire des inventaires phytoplanctoniques par ADN et
d’évaluer leur capacité a produire des notes indicielles de qualité écologique des plans
d'eau dans les DROM. Nous mutualiserons ces prélévements spécifiques avec ceux
réalisés annuellement dans le cadre de la DCE, afin de bénéficier des inventaires en
microscopie et de toutes les données environnementales associées. Cela inclut :
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e La formation a distance les bureaux d’études aux prélevements ADNe :
Cette formation se fera par le biais de vidéos, protocoles écrits ainsi que des
discussions en visioconférence. Le matériel nécessaire pour ces préléevements
sera préparé et envoyé a chacun des bureaux d’études, les colts seront pris
en charge par INRAE dans le cadre de ce projet.
e Le prélevement des échantillons suivant les campagnes DCE :
Les échantillons seront prélevés lors des campagnes DCE et serons
transmis au laboratoire INRAE pour étre traités en 2022.

2. Sélectionner le/les marqueur(s) candidat(s) pour la méthode
Un ou plusieurs marqueurs seront sélectionnés pour étre mis en application ; la
décision s’appuiera sur les travaux réalisés en 2020 en considérant les avantages
et inconvénients de chaque marqueur. Le design des primers associés a ces
marqueurs sera consolidé in-silico. Ensuite, ces primers seront testés in-vitro par
PCR et/ou gPCR. La collection de cultures d’algues (TCC) pourra étre mobilisée.

3. Tester des sets de primers et séquencage haut-débit
Sur la base des résultats de PCR et/ou gPCR, les meilleurs primers seront
sélectionnés pour étre testés sur différents types d’échantillons :

¢ Des échantillons ‘synthétiques’ (mélanges contrélés de cultures pures),

e Des échantillons déja disponibles a 'TUMR Carrtel (venant de Mayotte),

o Des échantillons prélevés dans le cadre des suivis réalisés par les responsables du
projet (ex : grands lacs alpins). Ces échantillons bénéficient d’analyses microscopiques
précises et documentées de longue date, qui permettront de réaliser de bonnes
comparaisons entre ADNe et microscopie.

Aprés extraction de 'ADN de ces échantillons, les marqueurs d’intérét seront
amplifiés par PCR avec les différentes paires de primers retenues. Les amplicons
obtenus feront ensuite 'objet d’'un séquengage haut-débit. Les données obtenues
en séquengage permettront d’établir des inventaires moléculaires.
4. Comparer les résultats obtenus par les approches ADNe et microscopie
Les premiéres comparaisons entre inventaires en microscopie et en moléculaire
seront réalisées : nous nous concentrerons sur les compositions taxonomiques et
les diversités. Nous comparerons également les valeurs d’indices de bio-
indications (e.g. IPLAC) obtenus par les deux méthodes. Au vu des résultats, un
premier bilan sera dressé pour définir la stratégie future a déployer I'année suivante
pour les échantillons collectés en 2021 dans les DROM.
5. Recevoir les échantillons prélevés dans les DROM au cours de I'année 2021
Les échantillons prélevés dans les DROM dans le cadre des suivis DCE seront rapatriés a 'UMR Carrtel
en fin d’'année 2021 pour extraire ’ADNe et les séquencer en 2022. Nous collecterons également les
retours d’expérience sur I'applicabilité de ces protocoles en routine. Les frais de d’acheminement seront
pris en charge par le projet.
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Annexes

16S résolution des régions variables

Tableau Al : Représentation bréve des résolutions de certains couples de primers sur les séquences
16S récupérées (2120 dont 1480 cyanobactéries) pour le

phytoplancton d’eau douce.

16S | Approx Fwd Rvr Taille matrix |Amplicons |Amplicons 2 | Resolution
pos amplicon*
V1-V2 27F CYA359F 340 336 282 83,92 %
V3 CYA359F | PLA491F 130 1701 607 35,68 %
V3-V4 341F 805R 443 1845 1156 62,65 %
V3-V4 CYA359F |CYA781Rd 425 1756 1070 60,93 %
V3-V4 CYA359F 805R 425 1794 1104 61,53 %
V4 PLA491F |[CYA781Rd 315 1611 841 52,2 %
V4 PLA491F 805R 315 1677 899 53,6 %
V5 CYA781Rd| E939R 160 1871 502 26,83 %
V5-V6 CYA781Rd| E1115R 336 1677 881 52,53 %
V6 E939R E1115R 199 1799 857 47.63 %
V6-V7 E939R |OXY1313R 417 1675 1043 62,94 %
V7 E1115R |OXY1313R 234 1662 829 49,87 %
V7-V8 E1115R | U1406/15 308 1809 994 54,94 %
V9 U1406/15 | U1541R 153 585 349 59,65 %
V7-V8-v9 E1115R U1541R 443 569 430 75,57 %

*primers inclus

Remarque : attention ce ne sont pas des couples de primers valides, simplement ils délimitent les
extrémités des régions simplement pour vérifier leur résolution de maniére plus large (donc avec des
primers ‘valides in silico/in vitro’ on aurait des résolutions moins élevées).
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Séquences de I’ensemble des primers évoqués dans ce rapport

Tableau A2 : Séquences et références pour 'ensemble des primers évoqués dans le rapport.
Reperes : en bleu les primers issus de la littérature, en vert ceux trouvés dans cette étude.

16S Ref
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG West et al., 2001
341F CCTAYGGGRBGCASCAG Klindworth et al., 2013
CYA359F GGGGAATYTTCCGCAATGGG Nibel et al., 1997
PLA491F GAGGAATAAGCATCGGCTAA Fuller et al., 2006
CYA781R(a) GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT Nibel et al., 1997
CYA781(b) GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT Nibel et al., 1997
CYA781Rd GACTACWGGGGTATCTAATCCCWTT adapté
805R GACTACHVGGGTATCTAATCC Fuller et al., 2006
E939R GAATTGACGGGGGCCCGCACAAG Rudi et al., 1997
E1115R AGGGTTGCGCTCGTTG Reysenbach & Pace, 1995
OXY1313R CTTCACGTAGGCGAGTTGCAGC West et al., 2001
U1406/15 TGTACACACCGCCCGTCA
U1541R AAGGAGGTGATCCANCCRCA
515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA Parada et al., 2016
926R CCGYCAATTYMTTTRAGTTT Parada et al., 2016
PhytoF GKAGCGGTGAAATGCGTAGAK iCi
PhytoR GCTGACGACAGCCATGCA Ici
TestlF AGCGGTGAAATGCGTAGAK Ici
TestlR AGCTGACGACAGCCATGCA Ici
Test2F AGCGGTGAAATGCGTAGAKA Ici
Test2R AGCTGACGACAGCCATGCA Ici
Test3F AGCGGTGAAATGCGTAGAKAT Ici
Test3R AGCTGACGACAGCCATGCA Ici
Test4F AGCGGTGAAATGCGTAGAKATY ici
Test4R AGCTGACGACAGCCATGCA Ici
Testb5F GCGGTGAAATGCGTAGAKA Ici
Test5R AGCTGACGACAGCCATGCA iCi
18S
TAREuk454FWD1 CCAGCASCYGCGGTAATTCC Stoeck et al., 2010
TAREukRev3 ACTTTCGTTCTTGATYRA Stoeck et al., 2010
D514for18S TCCAGCTCCAATAGCGTA Zimmerman et al., 2011
D978rev18S GACTACGATGGTATCTAATC Zimmerman et al., 2011
D512for18S ATTCCAGCTCCAATAGCG Zimmerman et al., 2011
Euk690R ATCCAAGAATTTCACCTCTGA Elwood et al., 1985
Test101F CGGTAATTCCAGCTCCAA iCi
Test101R GGTATCTRATCRTCTTCGAK Ici
Rhodo101F CGCGGTAATTCCAGCTCY Ici
Euk690RhodoTm ATCCAAGAATTTCACCTCTRA Ici
23S
P23Srv_f1 GGACAGAAAGACCCTATGAA Sherwood & Presting, 2007
P23SrV _ril TCAGCCTGTTATCCCTAGAG Sherwood & Presting, 2007
A23SrV_F1 GGACARAAAGACCCTATG Yoon et al., 2016
A23SrV_R1 AGATCAGCCTGTTATCC Yoon et al., 2016
A23SrV_F2 CARAAAGACCCTATGMAGCT Yoon et al., 2016
A23SrV_R2 TCAGCCTGTTATCCCTAG Yoon et al., 2016
Test253F GACAGWAAGACCCTATGAAGCT ici
Test253R ATCAGCCTGTTATCCCTAGAGT Ici
Test587F GACAGWAAGACCCTATGAAGCT Ici
Test587R ATCAGCCTGTTATCCCTAGAG Ici
Test108F ACAGWAAGACCCTATGAAGCTT Ici
Test108R CCTGTTATCCCTAGAGTAACTT ici
rbcL
P169 GATGATGARAAYATTAACCT | Paul et al., 1990
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P328

ATTTGDCCACAGTGDATACCA

Paul et al., 1990

21-merP3 TCIGCIAARAACTAYGGTCG Paul et al., 1990
18-merP6 GGCATRTGCCAIACRTGRAT Paul et al., 1990
tufA
tufAF TGAAACAGAAMAWCGTCATTATGC Fama et al., 2002
tufAR CCTTCNCGAATMGCRAAWCGC Fama et al., 2002
tufA_SF TGGATGGTGCWATTYTWG Zou et al., 2016
tufA_SR GGTTTTGCWAAAACCATWCCACG Zou et al., 2016
Tubryo F GCAGATGGTCCAATGCCWCAAAC Sauvage et al., 2016
Tubryo R CCWGGTTTAGCTAAAACCATNCC Sauvage et al., 2016
envtufA_F TGGGTDGAHAADATTTWYNMNYTRATGR Sauvage et al., 2016
envtufA_R TNACATCHGTWGTWCKNACATARAAYTG Sauvage et al., 2016
Test129F CWAAACAAGTWGGWGTWCCW ici
Test129R TWCCWCGWCCWGTAATWGA Ici
Test130F CWAAACAAGTWGGWGTWCCW Ici
Test130R GTWCCWCGWCCWGTAATWGA Ici
Test126F CWAAACAAGTWGGWGTWCCW Ici
Test126R GTWCCWCGWCCWGTAATWG ici
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Matériels Supplémentaires

Mat.Supp.1 : Liste DOM

Mat.Supp.2 : Liste PHYTOBS homogénéisée AlgaeBase
Mat.Supp.3 : Liste IPLAC

Mat.Supp.4 : Taxonomie brute AlgaeBase

Mat.Supp.5 : Listes ADN phytoplancton (.zip)
Mat.Supp.6 : Protocole échantillonnage

L’ensemble des matériels supplémentaires sont retrouvés en ligne via le lien suivant :

CANINO Alexis; LAPLACE-TREYTURE Christophe; BOUCHEZ Agnes; DOMAIZON Isabelle; RIMET
Frédéric, 2021, "Données de réplication pour : PhytoDOM - Matériels Supplémentaires
Rapport OFB 2020", https://doi.org/10.15454/\W9JGOA, Portail Data INRAE, V1
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