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Résumé exécutif

Le référentiel dont il est question dans ce document consiste en un nouvel outil national mettant a
disposition des séquences génétiques de qualité maitrisée pour les especes présentes dans les territoires
francais. L'objectif principal de cet outil est d’assurer la robustesse et la fiabilité des liens entre les séquences
intégrées au référentiel et les identifications taxonomiques des spécimens associés. |l permettra ainsi
d’améliorer la qualité des données de biodiversité (ex. occurrences, écologie des especes, etc.) produites en
employant des techniques moléculaires, aussi bien dans le contexte de travaux de recherche que dans le
cadre des politiques publiques. La création de ce référentiel répond a la fois a un enjeu de mutualisation des
données entre acteurs, et de qualité des inventaires, des suivis, des évaluations et des recherches, pour, in
fine, I'amélioration de la prise en compte de la diversité des espéces et de leur conservation.

Pourquoi un référentiel des séquences génétiques des espéeces présentes en France ?

e Durant les 20 derniéres années, |'utilisation de séquences génétiques pour l'identification des
especes a fait ses preuves, notamment grace aux approches dites de codes-barres ADN (« DNA barcoding »)
qui se sont multipliées dans les territoires et au niveau mondial sur une diversité de taxons (principalement
eucaryotes : animaux, plantes, champignons).

e Les approches d’identification moléculaire pour les inventaires de biodiversité telles que I’ADN
environnemental (ADNe) et le metabarcoding ADN sont en plein essor, notamment grace au développement
rapide durant les 15 derniéres années des méthodes de séquencage a haut-débit.

e Les bases de séquences génétiques internationales disponibles en libre-accés (ex. GenBank, BOLD)
présentent une couverture taxonomique, géographique et moléculaire encore fragmentaire et peu
représentative de la biodiversité des territoires francais.

e Les séquences disponibles dans le domaine public ne sont pas fréquemment associées a des
informations précises permettant d’en apprécier et d’en contréler la qualité. L'existence de nombreuses
erreurs d’assignations taxonomiques est une assertion commune au sein de la communauté scientifique qui
n’a cependant été ni évaluée ni mesurée.

e L’assignation taxonomique de séquences moléculaires est plus fiable lorsqu’elle est réalisée avec un
référentiel de séquences portant sur un périmetre géographique défini.

Objectifs du référentiel

e Améliorer et objectiver la fiabilité des assignations taxonomiques dérivées des analyses
d’échantillons environnementaux ou de spécimens par des techniques moléculaires.

e Améliorer la qualité des données d’occurrence provenant d’analyses moléculaires portant sur les
espéces présentes dans les territoires francais, en faciliter I'acces, l'interopérabilité et leur réutilisation.

e Mutualiser les efforts de construction, de maintenance et d’alimentation des bases de séquences de
référence, en proposant un référentiel unique, public et partagé entre les acteurs utilisant des techniques
moléculaires.

Le référentiel c’est quoi ? Points clés et périmetre

e Un référentiel national, congu en lien avec les standards internationaux relatifs aux données de
biodiversité, dont les données moléculaires, mettant a disposition des utilisateurs des séquences de
référence validées et fiables pour I'identification taxonomique en appui aux politiques publiques et a la
recherche, pour des applications telles que les analyses de I’ADNe ou d’autres approches fondées sur des
technigues moléculaires (ex. barcoding, metabarcoding).

e Un nouvel outil public, congu en lien avec les systémes d’information nationaux et internationaux sur
les données relatives a la biodiversité, publié dans le cadre du systéme d’information sur la biodiversité (SIB)
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via ses portails d’information (INPN/NatureFrance) et orienté vers les utilisateurs (chercheurs, gestionnaires,
bureaux d'études, etc.) pour :
o Améliorer la qualité, la fiabilité et le partage des données génétiques ayant fait I'objet d’une
assignation taxonomique experte ;
o Accompagner l'utilisation des données génétiques pour l'inventaire, le suivi et la surveillance de la
biodiversité.

e Un référentiel associé a TAXREF, le référentiel national qui liste les organismes vivants, ayant vécu
ou arechercher dans les territoires frangais et qui constitue la base nomenclaturale du Systéme d'information
de l'inventaire du patrimoine naturel (SINP) pour les données d’observation et de suivi des especes.

e Un référentiel qui concerne les espéces d’Eucaryotes (dont les unicellulaires), en Hexagone, Corse et
Outre-mer, dans tous les milieux (continentaux et marins). Le référentiel de séquences cible les especes
natives ou introduites, présentes, ayant été présentes ou a rechercher dans les territoires frangais. Les
groupes prioritaires ciblés sont ceux concernés par des politiques publiques et des programmes de recherche
utilisant 'ADN et ’ADNe, notamment les poissons continentaux et marins, les mammiferes marins, les
élasmobranches, les mammiferes terrestres et amphibies, les amphibiens et bivalves d’eau douce, les
insectes aquatiques, les insectes pollinisateurs ou saproxyliques, la faune et la fonge du sol, les especes
exotiques envahissantes (EEE), les espéces non indigénes (ENI) (présentes ou émergentes).

e Un référentiel qui s’appuie sur une stratégie de développement dédiée, intégrant et qualifiant des
séquences préexistantes, et visant a représenter la variabilité intraspécifique, notamment géographique, en
mettant a disposition des séquences provenant de différentes localités de I'aire de distribution des espéces.



1. Introduction

Alors que les compétences naturalistes et taxonomiques expertes se raréfient, et que pour certaines
spécialités il devient pratiguement impossible de trouver des experts capables d’identifier
morphologiquement les especes (ex. Pentinsaari et al., 2020 ; Engel et al., 2021 ; Stroud et al., 2022), I'essor
récent des approches moléculaires d’identification des espéces (ex. DNA barcoding (Hebert et al., 2003)) et
de leurs applications (ex. metabarcoding, ADN environnemental) représente une opportunité de pallier a
ce « déficit taxonomique » (Hebert et al., 2005 ; Engel et al., 2021). Les sources de données sur la biodiversité
sont désormais multiples : expertise, imagerie satellitaire et aéroportée, approches moléculaires, etc. La
production de données d’observation et de suivi des espéces basée sur I'analyse de données moléculaires
est en trés forte augmentation depuis quelques années (Makiola et al., 2020), et les cas d’usage se multiplient
(Dejean etal., 2012 ; Taberlet, et al., 2012 ; Valentini et al., 2016 ; Hongsanan, et al., 2018 ; Kelly et al., 2019 ;
Agostinetto et al.,, 2022 ; Arjona et al., 2022 ; Waterhouse, et al., 2022).

Les techniques moléculaires constituent ainsi une approche complémentaire de plus en plus usitée,
notamment pour des applications taxonomiques (ex. codes-barres ADN ou « DNA barcoding » (voir glossaire)
pour l'identification et la délimitation des espéces, la description d’especes nouvelles)) ou pour I'analyse de
communautés et I’évaluation et la gestion de la biodiversité et des services écosystémiques via I’assignation
taxonomique de séquence de spécimens ou d’ADNe a I'aide d’une base de séquences connues (ex. utilisation
de I’ADN environnemental [ADNe] ; Rourke et al., 2022 ; Heuertz et al., 2023).

L'identification moléculaire permet une standardisation du processus et dans certains cas une
augmentation de la résolution taxonomique (c’est-a-dire le fait d’assigner I’échantillon a un rang
taxonomique plus précis dans le cas de taxons difficilement différenciables et identifiables
morphologiquement). Des approches a haut-débit (Porter & Hajibabaei, 2018 ; Buchner et al., 2021), aussi
bien dans le traitement en amont des échantillons que dans les méthodes de séquencage, rendent
I'identification moléculaire généralement beaucoup plus rapide et moins onéreuse que le recours a I'examen
morphologique des spécimens (mais voir par ex. Behrens-Chapuis et al., 2021). Dans tous les cas, la qualité
des résultats obtenus dépend cependant de I'existence de bases de référence moléculaires completes et
fiables pour les groupes taxonomiques visés. A défaut, I’assignation taxonomique risque d'étre incertaine,
voire fausse (voir I’Annexe 1 pour quelques éléments techniques supplémentaires). Les erreurs d’assignation
taxonomique peuvent entrainer une cascade de problémes, elles ont en particulier un impact dans le cadre
des évaluations environnementales (Bortolus, 2008), de la gestion de la biodiversité (Dudgeon et al., 2006 ;
Browett et al., 2020), de la santé publique et des personnes (Fuchs et al., 2011 ; Mezzasalma et al., 2017 ;
Giusti et al.,, 2021 ; Nithaniyal et al., 2021), ou de la production industrielle (Bottero & Dalmasso, 2011 ;
Faunce, 2011 ; Collins et al., 2012 ; Faunce et al., 2015).

Les données de biodiversité issues des méthodes moléculaires sont acquises grace a des prélevements
faits directement dans I’environnement (ex. échantillons d’eau, de sol, d’air, etc.), ou a partir d’'un organisme
(ex. feuille, appendice, morceau de nageoire, etc.) ou de multiples organismes simultanément (ex. insectes
collectés par piégeage). Les séquences (un ou plusieurs loci) d’acides nucléiques extraits (ADN ou ARN) sont
ensuite comparées et mises en correspondance avec des séquences de référence portant sur la ou les mémes
régions génomiques, et ainsi rattachées a un taxon. Toutefois, des travaux récents montrent d’une part, que
de nombreuses séquences ne peuvent étre assignées a une espéce en raison de I'absence de séquence
génétique associée a I'espéce en question, ou de leur non-disponibilité dans le domaine public (Zafeiropoulos
et al., 2021), et d’autre part, que la disponibilité d’'une séquence mise en correspondance avec un taxon ne
préjuge pas de la justesse de I'information taxonomique associée (Gold et al., 2021 ; Hleap et al., 2021). Ces
travaux mettent en exergue le besoin de consolidation de la chaine de production des séquences de
référence, ainsi que de la validation et de la diffusion des données d’occurrence d’espéces produites par des
méthodes moléculaires. Le cycle de la donnée fondé sur I'assignation moléculaire bénéficierait notamment
d’un référentiel de séquence validé qui permettrait I'acces a des séquences de référence fiables et liées a des
spécimens identifiés a I'espece selon I'état des connaissances taxonomiques (a date), et révisables. Il ressort
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également de ces travaux que la qualité des données ainsi obtenues est améliorée quand la base de référence
utilisée correspond au périmeétre géographique de I'étude, c’est-a-dire une base régionale, associée a une
base de référence plus générale et accessible (ex. voir 4.1) (Bourret et al., 2023).

La premiere partie de cette note explicite les besoins, les enjeux et les objectifs relatifs au référentiel
de séquences. La seconde présente |'environnement scientifique et technique du projet, et la troisieme
propose un état des lieux des différentes ressources existantes sur lesquelles I'élaboration du référentiel
pourra s’appuyer. Les principaux moyens techniques nécessaires a la réalisation d’un référentiel permettant
I'acces a des données qualifiées de séquences génétiques sont ensuite exposés. Ces moyens concernent
I’environnement technique du référentiel avec :

1. l'utilisation de standards pour la gestion des données ;

2. une définition des périmetres taxonomiques et génétiques couverts par le référentiel ;

3. les criteres de qualité des données constitutives du référentiel (relatifs a leur acquisition et a leur
gestion notamment).

Pour chaque type de besoin des propositions sont faites en s’appuyant, lorsque cela est possible, sur
I’existant. La derniére partie est consacrée a la proposition d’une organisation (structurelle et fonctionnelle)
pour I'élaboration du référentiel de séquences.

2. Besoins, enjeux et objectifs d'un référentiel
de séquences génétiques

Lorsque les méthodes moléculaires sont utilisées pour I'identification des espéces, la précision et la
qualité des assignations taxonomiques reposent respectivement sur I'adéquation des marqueurs génétiques
ou génomiques représentés dans les bases de référence utilisées, et sur la fiabilité des assignations
taxonomiques des spécimens dont sont issus les séquences. L'accés a des séquences de référence
pertinentes et fiables, associées a un référentiel taxonomique a jour, est donc un point essentiel pour
améliorer la fiabilité des données d’observation et de suivi issues des techniques moléculaires. La création
d’un référentiel de séquences génétiques, qui releve du systeme d’information sur la biodiversité (SIB), et
qui associe les principales parties prenantes — dont les gestionnaires des collections naturalistes du Muséum
national d’Histoire naturelle et d’autres collections — constitue de fait un enjeu important paralléelement a
I'augmentation de |'utilisation des techniques moléculaires. Ce référentiel doit concerner I'ensemble des
taxons présents sur les territoires francais ou pour lesquels la France doit réaliser une veille (ex. espéece
exotique envahissante (EEE), espéce non indigéene (ENI)).

Un référentiel des séquences génétiques utilisées pour I'identification des especes répond a I'enjeu de
qualité des données produites a partir de I'analyse moléculaire d'échantillons de tissus ou
environnementaux, aussi bien dans le contexte de travaux de recherche que dans le cadre des politiques
publiques relatives a la biodiversité. Les finalités sont de :

e Améliorer et objectiver la fiabilité des assignations taxonomiques dérivées des analyses
d’échantillons environnementaux ou de spécimens par des techniques moléculaires ;

e Améliorer la qualité des données d’occurrence provenant d’analyses moléculaires portant sur les
especes présentes dans les territoires francais, en faciliter P'acces, l'interopérabilité et leur
réutilisation ;

e Mutualiser les efforts de construction, de maintenance et d’alimentation des bases de séquences
de référence, en proposant un référentiel public et partagé.

Le référentiel de séquences vise ainsi a rendre accessibles gratuitement des séquences génétiques,
vérifiées et fiables (répondant a certaines exigences de qualité, voir parties 4 et 5), pour les espéces de
France (Hexagone, Corse et Outre-mer) en s’inscrivant dans le paysage existant (grace a une interopérabilité
entre les systemes d’information (SI) et outils).



3. Contexte francais des infrastructures
numeériques et outils relatifs aux données sur
la biodiversité

L’élaboration d’un référentiel de séquences doit étre entreprise en ayant au préalable une bonne
connaissance de I'environnement scientifique et technique actuel. Une premiére analyse non exhaustive fait
ressortir au moins quatre structurations importantes.

3.1. DiSSCo

DiSSCo! (Distributed System of Scientific Collections) est une infrastructure de recherche européenne
pour les collections relatives aux sciences naturelles. Elle vise a harmoniser les pratiques en matiére de
gestion numérique des spécimens afin que les données soient facilement trouvables, accessibles,
interopérables et réutilisables (principes FAIR?, Wilkinson et al., 2016). L’'un des enjeux fondamentaux de
I'infrastructure est de générer un écosysteme cohérent de données permettant de tendre vers la notion de
« spécimen digital » ou « spécimen étendu ».

L'infrastructure de recherche Récolnat (Réseau national des collections naturalistes)® pilotée par le
MNHN?* est le point nodal de DiSSCo pour la France. Dans le cadre de DiSSCo, plusieurs groupes travaillent
sur la problématique des standards de données en lien avec le TDWG (Taxonomic Databases Working Group
historiquement, devenu le Biodiversity Information Standards)°. Ce qui est important a prendre en compte
dans I'approche de DiSSCo pour le référentiel dont il est question ici, c’est le concept de “spécimen étendu”
ou “spécimen digital” qui concerne I'ensemble des objets numériques associés au “spécimen physique”
(Walton et al., 2020), dont les séquences génétiques produites a partir du spécimen physique font partie. La
standardisation de ces données a fait I'objet de travaux spécifiques (Droege et al. 2016 ; Corales & Astrin,
2023).

3.2. MOLECULAIRE et JACIM

Le MNHN dispose déja d’un outil de gestion interne des séquences, la base de référence appelée
MOLECULAIRE qui permet de faire le lien entre des séquences nucléotidiques et leurs spécimens®
enregistrés dans les collections du MNHN (ou ailleurs). Cette base de données a initialement été développée
dans le cadre du projet MARBOL (MARine Barcode Of Life) indépendamment de DISSCo mais pourrait étre
mobilisable dans ce contexte. Elle est utilisée pour assurer la tracabilité et la qualité des données produites
a partir de spécimens conservés dans certaines collections du MNHN afin d’en garantir la robustesse. Elle
permet notamment la gestion de collections de tissus, d’extraits d'ADN et des données de laboratoire
associées aux séquences produites (voir Annexe 2 pour plus d’informations).

JACIM est une application développée pour l'informatisation et la gestion des collections naturalistes
du MNHN, dont ARTHROTHER (arthropodes terrestres), COLLVERS (vers parasites), GICIM (ichtyologie ;

1 https://www.dissco.eu/fr-fr/

2 Findable / Facilement trouvable ; Accessible ; Interoperable ; Reusable / Réutilisable

3 https://www.recolnat.org/fr/gis-recolnat

4 https://www.mnhn.fr/fr/dissco

5 Normes internationales d'information sur la biodiversité, https://www.tdwg.org/

6 ’existence d’un spécimen en collection est un élément clé pour une base de séquences de référence, notamment pour revenir sur
I'identification morphologique si le résultat issu de I'analyse moléculaire n’est pas concordant.
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Pruvost et al., 2023), INVMAR (invertébrés marins), MYCOBASE (fonge), SONNERAT (herbier) et ZAC
(mammiferes et anatomie comparée). Un projet de refonte de JACIM a démarré en 2023.

Le référentiel de séquences s’inscrira donc dans la logique mise en place au travers de ces outils du
MNHN, mais également a I'échelle nationale et a I'échelle de I'Europe.

3.3. SIB

Le Systéme d’Information sur la Biodiversité (SIB)” est un des systémes d’information de I’Etat. Il est
porté par I'OFB et coordonné par PatriNat (OFB-MNHN-CNRS-IRD). C'est un dispositif qui vise a fédérer
I'ensemble des données issues des politiques publiques portant sur la biodiversité — chaque politique
publique étant identifiée par un systeme d’information qui lui est propre, appelé “systeme d’information
métier” (ex. le systéme d’information de I'inventaire du patrimoine naturel, SINP). Le SIB cherche a donner
un cadre de cohérence commun pour ces SI métiers pour rendre les données plus interopérables et
réutilisables par tous. Pour cela le SIB a mis en place un centre d’administration du référentiel (CARET) afin
de mettre a disposition des référentiels interopérables. Par exemple, le référentiel TAXREF (Gargominy et al.,
2022) concernant les noms scientifiques des taxons présents en France, produit dans le cadre du SINP et
diffusé sur I'INPN, est un des référentiels promus dans le cadre du SIB. Le référentiel de séquences de
référence s’inscrira dans ce cadre.

3.4. PNDB

Le Péle National de Données de Biodiversité (PNDB)? est une infrastructure de recherche portée par
le MNHN. Il a pour objectif de mettre a disposition des communautés de recherche un ensemble cohérent
d’outils et de services pour la description, 'acces, la validation, I'analyse et la réutilisation des données de
biodiversité, dans le but de prendre en compte la biodiversité sur le temps long (depuis les origines de la vie),
a tous les niveaux d’organisation biologique (de la molécule a I'anthropo-écosysteme). Dans la structuration
mise en place, le PNDB a établi des liens en termes de services avec le SIB. Le référentiel de séquences
pourrait ainsi a la fois étre utilisé dans le cadre du PNDB pour accompagner la communauté de la recherche
et étre alimenté avec les séquences produites par les acteurs fédérés au sein du PNDB. N'ayant pas vocation
a produire un référentiel, I’organisme gestionnaire du PNDB pourra accompagner le projet d’élaboration du
référentiel de séquences (processus d’alimentation, utilisation et valorisation) et assurer les liens avec les
communautés de recherche.

3.5. IFB

L'institut francais de bioinformatique (IFB)° est une infrastructure de recherche, point nodal de
I'infrastructure européenne de bioinformatique ELIXIR'. L'IFB permet aux scientifiques travaillant dans le
domaine des sciences de la vie d’accéder a des ressources et services multiples telles que des bases de
données, des outils logiciels, du matériel de formation, du stockage cloud et des clusters de calcul. L'objectif
est de coordonner ces ressources afin de partager les compétences et d’aller vers des pratiques plus
efficientes. Dans ce cadre, un certain nombre de recommandations ont été produites pour améliorer les
interconnexions entre le domaine de la génomique et les autres domaines thématiques relatifs a la
biodiversité (Waterhouse et al., 2022). Le référentiel de séquences bénéficiera ainsi des bonnes pratiques
mises en ceuvre dans le cadre de I'IFB.

7 https://naturefrance.fr/systeme-information-biodiversite

8 https://www.pndb.fr/

° https://www.france-bioinformatique.fr/

10 https://elixir-europe.org/ Elixir est une infrastructure européenne des sciences de la vie, réunissant des scientifiques de 23 pays et
plus de 250 instituts de recherche, qui permet aux chercheurs d'accéder aux données des sciences de la vie et de les analyser.
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4. Dispositifs gérant et/ou donnant acces a des
séquences de référence

4.1. Principales bases de données internationales de
séquences moléculaires

La majorité des revues scientifiques demandent que les données moléculaires utilisées dans les
publications soient rendues publiques, souvent sans imposer de plateforme en particulier. Certaines
demandent par exemple un enregistrement préalable avec un numéro d’accession, au niveau d’un institut
national américain : le NCBI (National Center for Biotechnology Information), qui centralise les séquences au
niveau de la base de données GenBank (Benson et al., 2006). Mais d’autres options existent aussi, les
séquences peuvent étre déposées sur une plateforme d’un institut européen : EMBL-EBI, sur des sites comme
Dryad ou figshare, ou sur des serveurs privés, I'important étant que I'information soit accessible. L'INSDC
(International Nucleotide Sequence Database Collaboration)!! est une initiative de longue date entre EMBL-
EBI, NCBI et du National Institute of Genetics (NIG), et qui assure un échange régulier de données de
couverture mondiale entre les 3 bases suivantes :

e L’European Nucleotide Archive (ENA)'? est portée par I'Institut Européen de Bioinformatique du
Laboratoire européen de biologie moléculaire (EMBL-EBI) qui est une organisation de recherche
intergouvernementale financée par plus de 20 Etats membres et située sur le Wellcome Genome
Campus prés de Cambridge au Royaume-Uni. En décembre 2023, I'ENA contenait 20 000 milliards de
bases de nucléotides agrégées dans plus de 3,2 milliards de séquences®®.

e GenBank est géré par le NCBI. La version de décembre 2023 contenait 2 570 milliards de bases pour
249 millions de séquences®®. Toutefois dans la mesure ol le NCBI a séparé schématiquement les
données de GenBank et les données de WGS (Whole Genome Sequencing) qui représente 24 652
milliards de bases pour 2,86 milliards de séquences, le total représente donc 3,112 milliards de
séquences pour 27 222 milliards de bases®. |l peut y &tre déposé tous types de données moléculaires
(du génome complet aux zones non codantes). Par ailleurs, les séquences doivent faire au moins 200
paires de bases (sans les amorces) pour étre déposées dans GenBank.

e La DNA Data Bank of Japan (DDBJ)*® fait partie du National Institute of Genetics (NIG) de la Research
Organization of Information and Systems'” & Mishima au Japon.

Ces trois bases sont ainsi pour partie des miroirs les unes des autres et contiennent aussi des informations
qui leur sont propres. Si GenBank semble aujourd’hui la base la plus compléte disponible, certaines
séquences n’y sont pas disponibles mais peuvent I'étre dans d’autres bases. De plus, aucune de ces trois
bases, a la différence de BOLD, UNITE ou SILVA par exemple (voir plus bas), n’a pour objectif de consolider
I'assignation taxonomique des séquences obtenues a partir d’organismes ou d’échantillons
environnementaux — ce sont des entrepots de séquences, qui bien que comportant des outils intégrés de
comparaison de séquences, ne prétendent pas fournir et servir directement a |'expertise taxonomique.

11 https://www.insdc.org/

12 https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home

13 https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/about/statistics

14 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics/

15 ENA et GenBank contiennent presque le méme nombre de séquences dans la mesure ol les bases sont en bonne partie synchronisées mais chacune
a aussi des bases spécifiques. Par ailleurs les données de type SRA (Sequence Read Archive) ne sont visiblement pas comptées cété NCBI. Pour I'ENA
en 2023, cela représente 28,7 millions de runs pour 54,1 Po de données et pour GenBank, il y avait 9 millions de runs pour 12 Po de données en 2019.
16 https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html

17 https://www.nig.ac.jp/nig/
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De plus, les bases en acces libres présentent I'avantage de centraliser beaucoup de données et d’étre
accessibles, mais I'inconvénient de contenir certaines erreurs dans les séquences (ex. des séquences qui ne
sont pas associées a un référentiel taxonomique a jour ou qui ne sont pas associées a un spécimen) (Benson
et al., 2018 ; Renner et al., 2024 ; van den Burg & Vieites, 2023). |l n’y a pas systématiquement d’étape de
validation des métadonnées pour diffuser des séquences, et le contréle qualité et la mise a jour des données
et des métadonnées sont tres limités (Benson et al., 2018), comme cela a été montré pour les données
génétiques de champignons (Nilsson et al., 2006), d’oiseaux (van den Burg & Vieites 2023) ou de poissons
téléostéens (Hinsinger et al., 2015).

Le Barcode of Life Datasystems (BOLD ; boldsystems.org; Ratnasingham & Hebert, 2007) est une
plateforme d’acquisition, de stockage, d’analyse et de publication de données génétiques constituant une
base de référence moléculaire a vocation d’identification des espéces. BOLD a été développé et est maintenu
dans le cadre des projets portés par le consortium iBOL (international Barcode of Life, ibol.org). Créé en 2018,
iBOL porte aujourd’hui le projet BIOSCAN visant a poursuivre le développement des bases de référence ainsi
gue I'adoption de standards et 'usage des outils génétiques dans la mise en place d’un systeme mondial de
surveillance de la biodiversité. BOLD a été congu et est maintenu par une équipe dédiée a I'Université de
Guelph au Canada. Un miroir européen est en cours de lancement dans le cadre d’une collaboration entre
iBOL et le projet Biodiversity Genomics Europe (BGE) qui porte le volet européen de BIOSCAN (BIOSCAN
Europe ; bioscaneurope.org). Au 17 janvier 2024, BOLD héberge plus de 20 millions de codes-barres ADN
représentant environ 259 000 espéces animales, 72 000 especes végétales et 25 000 especes fongiques ; 16
millions de ces codes-barres ADN sont accessibles publiquement, représentant plus d’un millions d’espéces
selon l'utilisation d’un registre automatique d’assignation des séquences a des groupements (clusters)
génétiques (Barcode Index Number (BINs) ; Ratnasingham & Hebert, 2013), implémenté dans BOLD afin de
représenter un proxy des espéces indépendamment de leur identification taxonomique. Cette base de
référence est trés largement centrée sur les codes-barres ADN standards (DNA barcoding) (voir glossaire). Il
est cependant possible d’y intégrer d’autres marqueurs génétiques. Le moteur d’identification intégré a
BOLD peut rechercher des séquences faisant au minimum 100 paires de bases.

Une autre plateforme de stockage et d’analyse baptisée mBrave (mbrave.net a également été
développée sous le pilotage du consortium iBOL) représente un volet metagénomique de BOLD, permettant
I'intégration, la visualisation, le stockage, I'analyse et la publication de données issues des nouvelles
technologies de séquencage. Cette plateforme permet d’utiliser des bases de références pour des analyses
de metabarcoding en lien direct avec les données hébergées dans BOLD.

En France, le réseau FrBOL, visant a fédérer les acteurs francais académiques et non académiques (a
I'instar, par exemple, de UKBOL au Royaume-Uni ou GBOL en Allemagne) impliqués dans la génération ou
I"utilisation des codes-barres ADN, a été initié dés 2019 et lancé officiellement en 2023. Il est piloté par le
MNHN dans le cadre du projet BIOSCAN-FrBOL, financé par I'intermédiaire d’une convention de coopération
OFB/MNHN.

UNITE est une base de données de séquences d'ADNr (ADN qui code pour de I'ARN ribosomique) pour
I'identification des espéces fongiques et qui contient un peu plus de 800 000 séquences du marqueur
nucléaire ITS. Cette plateforme fournit un moyen de délimiter, identifier, communiquer et travailler avec des
hypothéses d'especes (Species Hypotheses = SH) basées sur I'ADN. Toutes les séquences ITS fongiques
présentes dans les bases de données internationales de séquences (GenBank, ENA, DDBJ) sont regroupées.
Toutes les SH recoivent un nom unique et stable sous la forme d'un DOI (Digital Object Identifier) dans GBIF.
Les SH sont reliées a un nom de taxon et a sa classification dans la mesure du possible (phylum, classe, ordre,
etc.) en prenant en compte les identifications pour toutes les séquences de la SH. Ces séquences sont
publiées (unite.ut.ee/repository.php) pour étre utilisées par la communauté scientifique dans, par exemple,
des recherches de similarité de séquences locales et des processus d'analyse des données issues des
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technologies de séquencgage a haut débit. Le systéme et les données sont mis a jour automatiquement a
mesure que le nombre de séquences ITS fongiques publiques augmente??,

Cette liste n’est pas exhaustive, il existe en effet d’autres bases de séquences spécialisées, comme par
exemple SILVA, une des bases de référence d’ADNr 16S et 18S les plus riches qui est mise a jour tres
fréquemment (Quast et al., 2013) pour les eucaryotes, les bactéries et les archées notamment. Il existe aussi
PR2 pour les protistes (18S) (Guillou et al., 2013) et pour le phytoplancton, ugreen-db (23S) (Djemiel et al.,
2020) et PhytoREF (16S) (Decelle et al., 2015), Diat.barcode pour les Diatomées (Rimet et al., 2019) et
Phytool (16S, 23S et 18S) (Canino et al., 2021) ou encore DictDB, une base dédiée a I'étude des flores
digestives d’insectes (Mikaelyan et al., 2015). On peut aussi citer FishBase (fishbase.mnhn.fr) pour les
poissons et aussi R-SYST, un réseau national regroupant une douzaine d'équipes de recherche®® qui a pour
objectif de développer un outil accessible a tous et composé de bases de données regroupant tous les
organismes étudiés par I'INRAe (insectes ravageurs, abeilles, parasitoides, champignons, etc.) etc.

Enfin, certaines bases comme GenBank et BOLD proposent non seulement une base de données,
accessible via un portail d’acces, mais aussi un outil de comparaison de séquences avec toutes les séquences
présentes en base pour une éventuelle identification moléculaire et des APl qui permettent de faire des
requétes dynamiques a partir de scripts via des serveurs de calcul.

4.2. Implications pour le référentiel de séquences
des especes de France

Les bases internationales présentées au 4.1 sont alimentées par de nombreux projets générant des
séquences au niveau mondial. Les données contenues dans ces entrepOts de séquences moléculaires
pourront pour partie alimenter le référentiel de séquences des espéeces de France (selon le niveau de qualité
des séquences, et la possibilité d’administrer, de valider et de réviser la taxonomie associée, ou des
métadonnées associées [ex. méthodologie de séquencage, lien avec un spécimen en collection, etc.]). Il faut
aussi noter que certaines de ces bases de données moléculaires possedent des outils ou méme des équipes
dédiées a la validation et la révision des données et des métadonnées.

Elles renferment des séquences issues a la fois des technologies de séquencage de nouvelle
génération (NGS)?° et de séquencage a haut débit, mais aussi des séquences issues de la technologie
Sanger?! ; toutes sont considérées potentiellement pertinentes pour rejoindre le référentiel national, mais
I’appréciation de leur qualité et de leur fiabilité nécessitera de faire appel a des criteres différents (présence
d’électrophérogrammes pour les séquences Sanger, information sur la profondeur de lecture, le degré
d’hétéroplasmie pour les séquences NGS, etc.).

Du fait de la masse considérable de séquences déja rassemblées dans les bases présentées
précédemment, dont de nombreuses représentent des spécimens provenant de France, ou des especes
présentes en France, le référentiel national s’appuiera en priorité sur les bases de référence existantes. Il
cherchera a représenter la diversité intraspécifique en incluant plusieurs séquences par espéce, provenant
si possible de différentes localités de I'aire de distribution géographique des espéces. Pour les nombreuses
espéces qui sont aussi distribuées hors de France, il s’efforcera de compléter les séquences disponibles par
ailleurs pour d’autres pays par d’autres issues de l'intérieur de nos frontiéres. Il est ainsi proposé, a titre
indicatif, de veiller a rassembler dans la mesure du possible au moins 3 séquences par marqueur et par
espece, dont une a minima en France, afin de renforcer la précision et la fiabilité du référentiel.

18 UNITE Community, Abarenkov K (2023). UNITE - Unified system for the DNA based fungal species linked to the classification. PlutoF.
Checklist dataset https://doi.org/10.15468/mkpcy3 accessed via GBIF.org on 2023-01-26.

19 https://wwweé.inrae.fr/r-syst/Qui-sommes-nous

20 yoir glossaire

21 yoir glossaire
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5. lIdentification et proposition de moyens
techniques

5.1. Contributeurs et public cible du référentiel

Le référentiel de séquences impliquera principalement :

- Les équipes de I'OFB et du MNHN impliquées dans I'exploitation métier et la gestion technique du
Systéme d’information sur la Biodiversité (PatriNat), notamment celles en charge du référentiel taxinomique
TAXREF et de la base de données de séquences génétiques du MNHN (ISYEB — DGD REVE).

- Les équipes impliquées dans la gestion métier et technique des spécimens de collection (MNHN,
Recolnat).

- Les équipes produisant des séquences moléculaires dans un cadre de recherche ou d’expertise ou a
partir de spécimens en collection.

- Des experts responsables de la sélection et de la validation des séquences de référence de chaque
groupe biologique.

- Les futurs utilisateurs du référentiel de la sphere publique ou privée (gestionnaires, chercheurs,
bureaux d’études...).

5.2. Standards de données

Le référentiel de séquences integrera deux grands ensembles de données :

1. Des données concernant les séquences génétiques (composition en nucléotides, longueur, indice de
qualité, nombre d’ambiguités, etc.), leur gestion (identifiant de la séquence, lien url vers la séquence, etc.) et
les métadonnées associées (méthode de séquencage, amorces, producteur/structure ayant fourni la
séquence, référence bibliographique associée le cas échéant, etc.) ;

2. Des données concernant les spécimens dont sont issus les séquences (identification, origine
géographique, sexe, stade de développement, etc.), leur gestion (lieux de dépot, numéro d’inventaire, etc.)
et les métadonnées associées (source, date et méthode de I'identification, statut de type, etc.).

Comme tout référentiel, le référentiel de séquences reposera sur des standards de données
adaptés a ces ensembles de données. Il pourra notamment s’appuyer sur les quatre standards suivants et
s’assurer de leur interopérabilité :

1. Lestandard du Global Genome Biodiversity Network (GGBN) qui permettrait de gérer I'ensemble
des types de données précédemment cités (Droege et al., 2016) (GGBN Data Standard v1 - GGBN Wiki).

2. le standard du “Minimum information about any sequence” (MIxS) (Yilmaz et al., 2011)
(genomicsstandardsconsortium.github.io/mixs).

3. le standard du “Access to Biological Collection Data” (ABCD) (Holetschek et al., 2012)
(tdwg.org/standards/abcd).

4. le standard “Collection Descriptions” (Woodburn et al., 2021) (Collection Descriptions - TDWG).
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5.3. Périmetres associés aux données de séquences
génétiques

5.3.1. Périmetre taxinomique

Il est proposé de limiter le périmetre taxinomique :

e au cadre de la France (Hexagone, Corse et Outre-mer), c’est-a-dire aux espéeces présentes ou ayant
été présentes sur le territoire national (natives et introduites) et aux espéces non présentes en France mais
pour lesquelles la France met en place un dispositif spécifique de surveillance. C'est le cas notamment de
certaines especes exotiques envahissantes, ou risquant d’étre introduites (EEE, ENI), voire concernées par
des importations commerciales.

Etant donné qu’une identification taxinomique n'est robuste que si la base de référence contient une
bonne représentation des diversités intra- et interspécifiques, il est proposé d'inclure dans ce référentiel des
spécimens d'especes francaises collectés dans des populations hors de France, voire des espéces proches
méme si elles ne sont pas présentes en France, afin de pouvoir vérifier qu'il s'agisse bien de I'espéce connue
sur le territoire francais, et pas d’une autre espéce dont la présence en France n'était pas encore
documentée.

e aux Eucaryotes (dont les unicellulaires) (les bactéries et archées disposant déja d’un référentiel
organisé). TAXREF (Gargominy et al., 2022) est le référentiel taxinomique de I'Inventaire National du
Patrimoine naturel (INPN, https://inpn.mnhn.fr/) (SINP/SIB) pour les taxons de France. Chaque taxon est
identifié par un code unique (le CD_NOM). La gestion de ce référentiel est assurée par PatriNat (OFB/MNHN)
et prend en compte régulierement les évolutions taxinomiques et nomenclaturales. Les séquences du
référentiel seront associées a une espéce valide « a date ». Il s’agira donc de prévoir un systéme d’archivage
et de versionnage du référentiel qui sera mis a jour en fonction de I’évolution des connaissances scientifiques
(Weigand et al., 2019).

5.3.2. Périmetre génétique

On entend par périmetre génétique, les marqueurs utilisés pour réaliser I'identification taxinomique.

En fonction des groupes taxinomiques, des applications et des méthodes employées, les marqueurs
utilisés ne sont pas les mémes. En effet, les utilisateurs, selon leurs objectifs, visent généralement un
compromis entre le niveau de résolution souhaité (c’est-a-dire le niveau d’identification atteint : genre,
espece, sous-espece) et leurs capacités a obtenir des données génétiques dans un temps donné et pour un
colt contrélé. L'utilisation de I'ADNe par exemple permet d’échantillonner facilement, sans capture
d’organismes, mais impose d’analyser des séquences d’ADN courtes du fait de la dégradation de I’ADN ciblé
dans I'environnement ; un référentiel pertinent pour ce type d’application devra donc inclure des séquences
de référence incluant ces fragments d’ADN courts. Les approches par barcoding ou metabarcoding visent
quant a elles des fragments d’ADN plus longs, ce qui facilite une meilleure résolution de I'identification si le
référentiel contient également les séquences correspondantes. Ainsi, chez les animaux les marqueurs les plus
utilisés sont les marqueurs mitochondriaux tels que le COI-5P ou Cytb pour des approches de type barcoding
ou metabarcoding, mais plutot les 12S, 16S ou 18S lors de l'utilisation de fragments plus courts pour des
analyses d’ADNe par exemple. Pour les plantes, le génome chloroplastique est plus souvent utilisé que les
génomes mitochondrial ou nucléaire. Le tableau suivant illustre les marqueurs les plus fréquemment
analysés en fonction des grands groupes taxinomiques (Tableau 1).
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Groupes taxinomiques

Marqueurs mitochondriaux ou
chloroplastiques utilisés

Marqueurs nucléaires utilisés

Animaux Cytb, COI-5P, 125, 16S, d-loop 18S, 28S
Plantes rbcL, matK ITS1, ITS2
Fonge COI-5P ITS1, ITS2
Chromistes et protozoaires rbcL, COI-5P ITS, 18S, 28S

Tableau 1 : Exemple de marqueurs les plus utilisés en fonction des grands groupes taxinomiques.

L'adoption par le référentiel de séquences de standards de données inclura idéalement la gestion
d’une liste ouverte de marqueurs génétiques s’appuyant sur une nomenclature dédiée et adaptée aux
problématiques taxinomiques et/ou méthodologiques (ADNe, barcoding et metabarcoding), en tenant
compte des marqueurs les plus fréquemment utilisés pour les inventaires et les suivis (Tableau 1). Nous
soulignons notamment la pertinence pour le référentiel des génomes complets d’organelles (mitochondries
et chloroplastes) qui incluent de nombreux marqueurs parmi les plus utilisés.

5.3.3. Criteres de qualité du référentiel et des
données

La conception du référentiel de séquences génétiques requiert de définir un modele conceptuel de
données et un ou des standards de données qui permettent de véhiculer et diffuser en libre-acces les
données moléculaires et les informations associées en conformité avec les principes FAIR??, A cette fin, il
s’agit de définir les informations minimales et optionnelles a inclure dans le référentiel, leurs sources, leurs
relations entre-elles, et leur encodage. Ainsi, lors de la phase d’élaboration du modeéle conceptuel de
données, plusieurs éléments clés devront étre définis, tels que ceux portant sur I'utilisation d’un référentiel
taxonomique a jour (Weigand et al., 2019 ; Somervuo et al.,, 2017), la formalisation de regles de
standardisation des données et des métadonnées liées aux séquences, et la gestion des relations entre les
séquences et les spécimens conservés en collection. Le modeéle conceptuel de données devra notamment
inclure des informations rendant compte de la qualité intrinseque des données (DISIC, 2013), et intégrer les
six principes suivants : unicité, complétude, exactitude, conformité, intégrité et cohérence.

Concernant la qualité des données qualifiées de « séquences de référence », elle pourra étre transcrite
en s’appuyant sur un dictionnaire de données prédéfinit, tel que celui présenté dans le Tableau 2.

Nomenclature GenSeq Matériel source

GenSeqg-1 Types primaires : holotype, lectotype, néotype, syntype

GenSeq-2 Types secondaires : paratype, paralectotype, etc.

GenSeq-3 Topotypes : spécimens ou colonies non-types en collection et
provenant de la localité type

GenSeq-4 Spécimens enregistrés ou colonies cultivées en collection

GenSeqg-5 Photo seule

GenSeq-6 Pas d’information permettant de revenir sur le spécimen séquencé.

Tableau 2 : Exemple de la nomenclature GenSeq des séquences moléculaires d’aprés Chakrabarty et al. (2013).

22 Findable / Facilement trouvable ; Accessible ; Interoperable ; Reusable / Réutilisable

17



5.4. Métadonnées associées aux données de
séquences

Les données de séquences sont associées a un ensemble de métadonnées spécifiques relatives :

1. auspécimen qui a permis de produire la séquence : son identifiant unique pouvant étre un numéro
d’inventaire en collection qui permet de faire un lien avec une base des collections du MNHN ou d’autres
collections, et le statut du spécimen (ex. spécimen type). La donnée d’observation du spécimen (lieu et date
d’observation, identité du collecteur et déterminateur, organisme gestionnaire et lieu de stockage, etc.) est
associée a l'identifiant unique de la donnée (ex. identifiant SINP ou identifiant GBIF).

2. a lidentification taxinomique, nécessitant une expertise (ex. identification morphologique du
spécimen, ou assignation taxinomique moléculaire), et accompagnée de certaines métadonnées importantes
:identité de I'expert.e, date de I'identification, méthode d’identification, etc.)

3. au protocole ayant permis I'obtention de la séquence. Il est important de disposer d’informations
concernant chacune des étapes de laboratoire (extraction, amplification et séquencage) car elles peuvent
influencer le résultat obtenu (marqueur, amorces, méthodes de séquencage, producteur/structure
ressource, la référence bibliographique associée le cas échéant, etc.). Ces informations sont généralement
disponibles dans les articles scientifiques ayant généré ces séquences, dans les bases de données de
séquences, ou via les systemes de gestion de I'information de laboratoire (cahiers de laboratoire, cahiers
numériques, LIMS (« Laboratory Information Management Systems »).

4. ala base de référence dans laquelle la séquence est déposée (numéro d’accession unique, date
version de la base de référence, etc.).

L'ensemble de ces informations confere a la donnée de séquence un gage de qualité notamment sur
I'identification ou la possibilité de revenir sur le spécimen pour réviser I'assignation taxonomique, et son
accessibilité en libre acces.

Le référentiel pourra s’appuyer sur les recommandations du Genomic Standards Consortium (GSC ;
gensc.org) (voir aussi concernant les métadonnées : Field et al., 2008 ; Yilmaz et al., 2011).
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6. Proposition d'une préfiguration pour le
référentiel

6.1. Choix du type de référentiel

Le référentiel consistera en un systéme de diffusion secondaire et de qualification de séquences
issues de bases de données moléculaires existantes. Au regard de I'existant (voir 4.1.), nous préconisons
d’établir un référentiel de consolidation®® qui s’appuierait sur des applications sources (Figure 1). Le
périmetre fonctionnel du référentiel concerne des séquences génétiques caractérisant des taxons eucaryotes
de France (Hexagone, Corse et territoires d’Outre-Mer) ou pertinents pour le pays. Par “application source”,
on entend tout systéme mettant a disposition des données pouvant alimenter le référentiel. Le choix
d’héberger au sein du référentiel la totalité ou une partie des données et métadonnées liées aux séquences
devra étre I'objet d’une réflexion menée lors de la phase de conception de celui-ci, avec I'aide des organes
de gouvernance (voir 6.2). Il sera notamment important de considérer les questions liées a la gestion des
droits des séquences provenant des différentes plateformes, ou encore liées a la réglementation en vigueur
(ex. réglementations en vigueur en matiére de prélevement, transport ou analyse des échantillons des
organismes, notamment, la réglementation relative au bien-étre animal, les statuts de protection des
especes et I'accord de Nagoya concernant les regles de diffusion, en particulier dans les territoires d’Outre-
mer qui restent souverains de leurs données biologiques, méme si celle-ci s'applique aux producteurs

primaires des séquences.
"l Bppscanen ENA, GenBank, Bold, BDD RECOLNAT, ...
source
13

4

Gestion du référentiel
PatriNat (cadre SIB)

Données du
référentiel
France

Utilisation des

I

1

1
Signalement de :
; servicesde (re)
1
I
[
[
[
[
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les données synchronisation

led’une
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partie du referentiel

Figure 1 : Schéma conceptuel proposé pour le référentiel

23 D’aprés Direction interministérielle des systémes d’information et de communication. Cadre Commun d’Architecture
des Référentiels de données Complément n°2 au Cadre Commun d’Urbanisation du Systéeme d’Information de I'Etat
version 1.0 du 18/12/2013. https://ged.ofb.fr/share/s/7q XnMpfQcegdkFzgPHpPA
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6.2. Gouvernance du référentiel

Le référentiel de séquence est intégré au Systeme d’Information sur la Biodiversité (SIB), sa gouvernance
s’appuie sur trois instances, décrites dans le Tableau 3.

Comités Réles Composition
Des représentants de I'OFB (DSUED + Direction de la
Recherche et Appui Scientifique (DRAS)), du MNHN
* statue sur les stratégies et démarches |(DGD-REVE, direction des collections, départements
d’acquisition de données, de validation | scientifiques, UAR DOHNEE, DINSI, DIREC) et de
Comité de et de diffusion des données et des PatriNat (Membres du CODIR et chef.fe de programme
pilotage services associés au référentiel ; ADNe), un.e représentant.e du comité d’utilisateurs,
* arbitre les propositions du comité un.e représentant.e du/des comité.s technique.s et
technique. un.e/des responsables scientifiques. Il pourra étre
étendu a des structures comme I'Institut Francais de
Bioinformatique (IFB).
Acteurs dépendants de [l'utilisation du référentiel,
Comité » identifie les besoins ; appartenant a la sphere publique ou privée

d’utilisateurs

conseille sur les réponses techniques
en matiere d'utilisation (API, etc.).

(représentants de collectifs de chercheurs, des labos,
des départements d'universités / autres établissements
de recherche, acteurs privés, etc.).

Un ou plusieurs
comités
techniques

propose des dispositifs applicatifs
autour de I'acquisition, la gestion (dont
le stockage) et la diffusion des
données (développements
informatiques, API, serveurs, etc.) ainsi
gu’autour des services (gestion des
DO, etc.).

Inclus notamment les organismes et les acteurs

producteurs de séquences de référence

Tableau 3 : Comités envisagés pour la gouvernance du référentiel national de séquences génétiques
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8. GLOSSAIRE

COlI : geéne mitochindrial codant pour la sous-unité 1 de I'enzyme cyctochrome oxydase ; marqueur dont la
partie 5’ (env. 650 pb) est utilisée comme code-barres ADN standard chez les animaux.

DNA barcode / code-barres ADN : un fragment du génome (marqueur) de quelques centaines de pb utilisé
pour l'identification moléculaire des espéces. Le code-barres fréqguemment utilisé en barcoding pour les
animaux est un fragment du géne COI mitochondrial (ou cox1) ; pour les plantes c’est un fragment du géne
du plaste ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase (rbcL) combiné a un fragment du géne nucléaire de la
maturase (matK), et complété parfois par un 3°™ marqueur (trnH, ITS par ex.), alors que le code-barres des
champignons est I'espaceur interne transcrit nucléaire (ITS) de I'ADN ribosomique. Le consortium iBOL
(https://ibol.org/) regroupe une communauté internationale de scientifiques qui est a I'origine des
propositions de marqueurs standards ; il dirige et coordonne également le développement de la base de
données de référence de séquence correspondante pour ces marqueurs (BOLD).

DNA barcoding : I'identification des spécimens a |'aide de fragments d'ADN standardisés. La procédure idéale
de codage a barres d'ADN commence par des spécimens de référence bien conservés déposés dans des
collections d'histoire naturelle et se termine par une séquence unique déposée dans une bibliotheque de
référence publique d'identificateurs d'espéces qui pourraient étre utilisés pour attribuer des séquences
inconnues a des espéces connues.

ITS : Espaceur interne transcrit (Internal transcribed spacer) qui est une région de I'ADN ribosomique non
codante et hautement polymorphe.

Metabarcoding : une méthode rapide d'identification a haut débit basée sur le séquengage massif paralléle
d’un ou plusieurs marqueurs communs a plusieurs especes ou unités évolutives (parfois de rang supra-
spécifique, notamment si le marqueur n'est pas suffisamment résolutif dans certains groupes) a partir d'un
substrat complexe pouvant prendre la forme d’un échantillon environnemental (sol, eau, air, contenu digestif
par exemple)) ou d'un ensemble d’individus ou de fragments d’individus (collecte massive de spécimens par
piégeage par exemple). L'approche metabarcoding appliquée aux communautés microbiennes peut
également étre appliquée a la méiofaune ou méme a la mégafaune.

NGS : Séquencage de Nouvelle Génération. Ensemble des méthodes de séquencages post-Sanger. Il existe
deux technologies principales : le séquencage par synthese (MGI, Illlumina, PacBio, lon Torrent) et le
séquencage par passage a travers un pore (ONT), qui produisent des séquences courtes (< 1 kb, MG, lllumina,
lon Torrent) ou longues (> 10 kb, PacBio, ONT). Ces technologies massivement parallélisées produisent
généralement de trés grandes quantités de séquences, qui nécessitent un traitement bio-informatique
spécifique.

Sanger : méthode classique, a faible débit, de séquencage par terminaison a 'aide d’une ADN polymérase,
de di-désoxyribonucléotides (ddNTP) marqués avec un fluorochrome, et d’une séparation des brins par
électrophorese.

Taxinomie, taxonomie : la science de la découverte, de la description, de la classification et de la
dénomination des organismes.

Voucher : spécimen “témoin” rattaché a une donnée de séquence et enregistré en collection avec un numéro
d’inventaire.
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9. ANNEXES

Annexe 1 : Eléments techniques

A. Outils et méthodes d’identification

Un référentiel moléculaire disponible pour un large public permettrait de répondre a plusieurs types
d’expertises moléculaires (Figure B, C, D).

® PCR assay

Les premiéres identifications moléculaires ont été développées sur la biocénose bactérienne et elles
consistaient a amplifier un marqueur a I'aide d'amorces spécifiques aux especes en question. Ainsi, le succes
de I'amplification par PCR (réaction de polymérisation en chaine) est I'attestation de I'identification. Cette
technique d’identification moléculaire sans séquencage dite “PCR assay" (Figure B) est largement utilisée
pour des détections de fraudes alimentaires, des dépistages de maladies infectieuses (ex: COVID 19) ainsi
gue des identifications d’espéces dans le milieu naturel pour ses faibles colts (ex. Dalmasso et al., 2004 ;
Borland & Kading, 2021 ; Gupta et al., 2021). Elle représente un intérét pour des identifications en routine.

e Barcoding

L'analyse des séquences d’ADN a révolutionné la systématique (ex. Avise, 1994). Désormais, les données
moléculaires permettent d’obtenir des séquences caractéristiques d’espéce. Le Barcoding (Figure C) consiste
a identifier un individu en comparant sa séquence avec d’autres présentes dans une base de référence
moléculaire (ex : GenBank). Parmi les programmes internationaux les plus connus, il y a ceux initiés en 2010
par le consortium iBOL (international Barcode of Life) et s’appuyant sur la base de données de référence
communautaire BOLDX! (Ratnasingham & Hebert, 2007) qui regroupe plusieurs millions de séquences des
codes-barres ADN standards pour les animaux, végétaux et champignons.

e Metabarcoding

Avec I'arrivée des séquenceurs a haut débit et ceux de nouvelle génération (Next-Generation Sequencing,
NGS), le débit de séquencage est largement augmenté et les colts diminués. Il est désormais possible de
séquencer plus facilement des marqueurs de longueurs nettement supérieures a 1000 paires de bases mais
également de séquencer plusieurs spécimens en un seul séquencage (ex. Dettai et al, 2012). Le
metabarcoding permet a partir d’un échantillon contenant le matériel génétique de plusieurs espéces
d’obtenir une liste des espéces présentes dans cet échantillon (Voir Figure) (ex. Taberlet et al., 2012). Cette
méthode est bien moins colteuse que le barcoding qui traite les spécimens un par un. Néanmoins elle peut
nécessiter plus de temps de main d’ceuvre et des compétences en traitements bioinformatiques (Coissac et
al., 2012 ; Cristescu, 2014). Mais elle permet une approche sans a priori et une plus grande couverture
d’exploration de la biodiversité (Taberlet et al., 2012 ; Adamowicz et al., 2019).
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Figure : A) : échantillonnage et détermination des espéces classiques ; B) : échantillonnage et détermination par PCR
assay ; C) échantillonnage et détermination par barcoding ; D) échantillonnage et détermination par metabarcoding.

Ces trois méthodes d’identification moléculaire ne sont pertinentes que si I'on dispose d’une base de
référence moléculaire compléte et de qualité (Taberlet et al., 2012). Plusieurs processus successifs sont
réalisés permettant d’obtenir une comparaison des séquences génétiques présentes dans |’échantillon avec
une ou plusieurs bibliothéques de séquences génétiques de référence disponibles.

Il faut signaler toutefois que des biais peuvent exister :

- Biais associés aux processus de récolte des échantillons, d’extraction et d’amplification de I’ADN
entrainant des faux positifs (ex. contaminations dues aux prélevements ou manipulations, séquences
chimériques, etc.) ou des faux négatifs (groupes taxonomiques qui ne s’amplifient ou ne se
séquencent pas et ne sont pas détectés) (Liu et al., 2019)

- Biais associés aux erreurs d’affectation des espéces au niveau des bibliotheques de référence
(Hofstetter et al., 2019).

e ADN environnemental

L'ADN environnemental (ADNe) correspond aux fragments d’ADN relachés par un organisme dans
I’environnement comme l'eau, le sol, les sédiments ou |'air. Les organismes libérent en effet dans les milieux
ouils vivent de I’ADN (issu de sécrétions, excrétions, tissus perdus lors du renouvellement cellulaire etc.). Cet
ADN peut étre rapidement dégradé par des facteurs biotiques (bactéries, champignons, endonucléases,
etc.) et abiotiques (radiations UV, acidité, température, etc.) ou persister dans le milieu en étant adsorbé sur
des particules organiques ou inorganiques (souvent sous la forme de tres courts fragments d’ADN). Apres
extraction de I'ADN contenu dans I'échantillon prélevé dans le milieu, les brins d’ADN sont amplifiés, et 2
approches peuvent étre distinguées : I'approche spécifique et I'approche multispécifique (par metabarcoding
de I’ADNe). Dans le cas du metabarcoding, les brins d’ADN amplifiés sont ensuite séquencés puis les
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séquences obtenues sont comparées a une ou plusieurs bases de référence. Dans ces bases de référence
figurent les séquences associées aux noms des espéces ou aux groupes taxonomiques. Ces différentes étapes
permettent ainsi de mettre un nom sur les séquences obtenues a partir d’un échantillon prélevé sur le terrain.

Par abus de langage, le terme « ADNe » est aussi utilisé pour désigner la technique qui permet d’étudier
la biodiversité grace aux échantillons prélevés dans I'environnement dont sont extraits et analysés les
fragments d’ADN. Cette technique moléculaire innovante est désormais opérationnelle pour certains
écosystémes d’eau douce, marins et pour un grand nombre de taxons. Depuis une dizaine d’année, les études
utilisant ’ADNe pour étudier les especes se développent fortement. Les applications pour 'acquisition de
données de biodiversité sont en effet nombreuses : démarche d’inventaire et de suivi/surveillance, étude
des communautés fonctionnelles des écosystémes (ex. pollinisation), détection d’especes rares (présentes
en faible densité localement ou espéces menacées) ou cryptiques (ex. distinguables uniquement sur la base
d’informations moléculaires), détection précoce de fragments d’ADN issus d’espeéces invasives, réponse des
écosystemes face aux pressions anthropiques, suivis des especes a enjeux ... (Ruppert et al., 2019). Le nombre
de données collectées dans le cadre de ces études qui utilisent 'ADNe est trés important et ne fera
qgu’augmenter a 'avenir.

B. Processus informatiques permettant une assignation taxonomique

Il existe de nombreux outils d'assignation taxonomique de séquences ADN. Ceux-ci peuvent étre utilisés
individuellement par un utilisateur disposant de sa base de référence propre, construite sur mesure pour ses
besoins. Mais I'alternative la plus commune est leur intégration au sein de plateformes de stockage et de
gestion de données moléculaires, comme BOLD ou GenBank. On peut ainsi citer le moteur d’identification
(« ID engine ») de BOLD ou les outils BLAST de GenBank qui permettent de faire de I'assignation taxonomique
avec comme avantage d’avoir accés a une trés grande quantité de données, mais des risques bien plus élevés
d’inclure des séquences affiliées a de mauvais taxons (dus a des erreurs d’identification, a I"évolution des
connaissances taxonomiques, et a I'impossibilité de corriger les métadonnées associées aux séquences si on
en n’est pas l'auteur).

Dans le cas du metabarcoding, avec I'évolution de la technologie, des programmes informatiques ont été
développés pour analyser les informations provenant des millions de données des séquenceurs de nouvelle
génération (NGS) et les séquenceurs a haut débit. L'analyse de gros volumes de données de séquences doit
se faire sur des serveurs de calculs dédiés, qui disposent a la fois les bases de séquences de référence et des
outils bio-informatiques pour établir la meilleure correspondance entre les séquences obtenues et ces bases
de référence. Ces pipelines, congus par des spécialistes en bioinformatique (Coissac et al., 2012) doivent étre
adaptés a chaque étude. Des pipelines sont disponibles sur Galaxy (ex. Dufresne et al., 2019 ; Boyer et al.,
2016), R (ex. Keck & Altermatt, 2023) ou d’autres plateformes en ligne spécialisées (ex. Mitofish pour les
poissons ; Sato et al., 2018).

Remarque : La grande majorité des référentiels de séquences et entrepots de données moléculaires externes
utilisent leur propre standard de données. Pour 'acquisition de données non standardisées, il existe des
outils comme ceux développés par ISA-tools. Ces outils reposent sur le format ISAtab. Ce format semble le
meilleur moyen de standardiser des données génétiques car il sert de format "pivot" entre les formats
existants de soumission de données dans des bases internationales telles que I'ENA. Cependant, les outils
ISAtools ne sont plus développés depuis 2018. Désormais une APl ISA nommée isaAP| est proposée et
utilisable par un langage de programmation (pour plus d'information : isa-tools.org/software-suite.html).
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Annexe 2 : MOLECULAIRE, la base de données
moléculaires du MNHN

Cette base est composée de neuf tables. Le point d’entrée est la table PRELEVEMENT qui est liée aux
vouchers informatisés dans les bases de données des collections du MNHN. Actuellement cette table est
connectée aux collections des arthropodes terrestres, d’ichtyologie, des invertébrés non-arthropodes
terrestres, des souches fongiques, de I’'Herbier National et du réseau des herbiers associés, des mammiferes
et anatomie comparée, des vers parasites ainsi qu’a la base HORS_MNHN qui permet des gérer les données
de spécimens conservés dans d’autres musées. Il est tout a fait envisageable de connecter cette table a
d’autres bases de données si les besoins existent. La table PRELEVEMENT est également connectée a la table
EXTRACTION. Cette table permet la gestion des données liées a I'extraction des ADN, notamment les
méthodes employées, ainsi qu’a leur stockage. A la table EXTRACTION est connectée la table PCR, elle-méme
associée aux tables AMORCE_FOR (pour amorces forward) et AMORCE_REV (pour amorces reverse). Ces trois
tables permettent de gérer les conditions et méthodes utilisées pour I'amplification des génes ciblés. La table
PCR est liée a la table CHROMATOGRAMMIE qui fait le lien vers la table SEQUENCE. Cette derniére assure la
gestion des séquences consensus obtenues par interprétation des chromatogrammes via des URL pointant
vers les fichiers fasta correspondants. Il est possible d’y qualifier les séquences (valides, contaminations,
doublons, fragments, ...) et d’y stocker les identifiants GenBank (accession numbers) lorsque les séquences
ont été publiées. La table SEQUENCES pointe également vers la table PRELEVEMENT permettant ainsi
I'informatisation de séquences pour lesquelles les données d’extraction des ADN et de PCR ne sont pas
disponibles. La table PRELEVEMENT est aussi rattachée a une derniere table, SPECIMENBOLD, pour
permettre les exports nécessaires a la publication des données spécimens et des séquences associées vers la
base de référence BOLD.

MOLECULAIRE est opérationnelle et simple de conceptualisation. Elle a également I'avantage d’étre
associée a plusieurs outils web qui permettent par exemple d'importer des séquences dans la base de
données, de les extraire au format fasta (avec la possibilité de choisir les informations contenues dans le titre
des séquences), de préparer le fichier d'exportation vers BOLD, etc... En revanche, elle a néanmoins deux
défauts majeurs. Le premier est qu’elle n’est pas utilisée par tous les gestionnaires des collections, et que
c’est un travail considérable d’incrémenter toutes les séquences disponibles et de les rattacher aux bons
vouchers en collection. Car en plus de I'importance de la quantité de séquences publiées, les publications ne
remontent pas forcément aux gestionnaires des collections. L'autre défaut, c’est qu’elle s’appuie sur des
méthodes utilisées il y a une dizaine d’années (comme les séquences Sanger) et n’inclue pas les nouveaux
outils et nouvelles technologies de séquencage (NGS). Des discussions sont en cours avec la DINSI pour une
refonte du schéma conceptuel de la base ainsi que des outils web.
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BASES DE DONNEES

BASE DE DONNEES MOLECULAIRE

Collections de souches fongiques  |MYCOBASE
Collections de |'Herbier National et [SONNERAT
du réseau des herbiers associés
Collections des invertébrés INVIMAR
non-arthropodes terrestres

1
Collections des mammiféres [ZAC
et anatomie comparés
Collections d'ichtyologie GICIM
Callections d'arthropodes terrestres JARTHROTER
Collections de vers parasites ICOLLVERS
Specimens conserves dans HORS MNHN

des collections en dehors
du MNHN

SEQUENCES
PRELEVEMENT (GENE
ODE 20 1 ] AUTEUR
Tock_praque T ACCESSION_NUMBER
REMARQUES Jetock URL_FASTA
m 1 BaTvenT URL_CONTIG
N ETAGE_BATIMENT _m_,ﬁ_wuﬁmm_wzummo%zgam
LASALLE -
FRIDGE
GHELF PCR 14
PLACE GENE
n n DATE_PCR
EXTRACTION TEMPERATURE_HYBRIDATION
CODE_2D REF_TAQ
GTOCK_PLAQUE INTENSITE .
REMARQUES ..H n [[D_PLAQUE
METHODE - ID_Purm CHROMATOGRAMMES
DATE_EXTRACTION PROJET 1  p|URL_ELECTROPHEROG
COMMENTAIRE_METHODE LONGUEUR_AMPLIFIAT URL_QUALITE
REMARQUES REMARQUES
1
Y 1 1
SPECIMEN_BOLD [AMORCE_FOR AMORCE REV
BOLD_PROCESS_ID NOM_GENE NOM_GENE
SAMPLE_ID NOM_ABREGE NOM_ABREGE
CODE_INSTITUTION SEQUENCE LEQUENCE
ACROMYNE_COLLECTION REMARCUES REMARQUES
NUM_INVENTAIRE REF_BIBLID REF_BIBLIO
DATE_CREATION_FICHIER_BOLD

DATE_RETOUR_BOLD
DATE_MAJ_FICHIER_BOLD

Schéma conceptuel de la base MOLECULAIRE du MNHN montrant les tables utilisées

ainsi que les liens entre elles
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RESUME

Le référentiel, dont il est question dans ce document, est un nouvel outil national mettant a disposition des
séquences génétiques pour :

e Améliorer et objectiver la fiabilité des assignations taxonomiques dérivées des analyses d’échantillons
environnementaux ou de spécimens par des techniques moléculaires ;

e Améliorer la qualité des données d’occurrence provenant d’analyses moléculaires portant sur les
espéces présentes dans les territoires francais, en faciliter I’acces, l'interopérabilité et leur
réutilisation ;

e Mutualiser les efforts de construction, de maintenance et d’alimentation des bases
de séquences de référence, en proposant un référentiel public et partagé.

Coordonné par PatriNat en collaboration avec un consortium scientifique qui a
contribué a sa construction et sa validation, ce document a pour objectifs principaux
de:

1. Identifier et caractériser les besoins et les enjeux relatifs a la création d’un
référentiel de séquences génétiques relevant du systéeme d’information sur
la biodiversité (SIB), en associant les parties prenantes, dont le Muséum
national d’Histoire naturelle,

2. Faire un état des lieux des dispositifs existants pouvant contribuer
a la constitution de ce référentiel,

3. Proposer une préfiguration du référentiel de séquences
génétiques a travers :
e Une liste de critéres de qualité a prendre en compte,
e Un périmetre taxonomique et un périmetre génétique
et des standards sur lesquels s’appuyer,
e Une préfiguration du schéma de l'architecture du
référentiel,
e Une gouvernance du référentiel.

Si les groupes prioritaires sont ceux ciblés par des politiques
publiques, le référentiel concerne les especes Eucaryotes
(Hexagone, Corse et Qutre-mer) présentes ou ayant été
présentes sur le territoire national (natives et introduites) et
les especes non présentes en France mais pour lesquelles la
France met en place un dispositif spécifique de surveillance.
La création de ce référentiel national représente ainsi un
enjeu pour l'inventaire, le suivi et la surveillance de la
biodiversité et in fine pour la conservation de la biodiversité.
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