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I. Contexte 

I.1. Rappels des travaux réalisés sur la période de 2020 à 2021 

Le projet a démarré au second semestre de 2020. Trois objectifs ont été identifiés pour 2020 : 

 Le 1er objectif a été lié à l’harmonisation de la taxonomie du phytoplancton afin de pouvoir : (1) 
comparer les inventaires floristiques des DROM entre eux, (2) comparer le contenu des 
différentes bases de références de barcodes contenant différents marqueurs génétiques (et 
permettre ainsi une comparabilité des tests in silico mais aussi du recouvrement des espèces 
par chacun des marqueurs génétiques), (3) comparer les inventaires microscopiques avec les 
inventaires obtenus en metabarcoding. 
Un premier algorithme a été écrit, permettant de mettre à jour automatiquement l’ensemble 
des rangs taxinomiques du phytoplancton d’eau douce référencé en lien avec le logiciel Phytobs 
(Laplace-Treyture at al. 2017) dont la taxinomie, pour le phytoplancton, est à jour et basée sur 
la base taxonomique de référence AlgaeBase (Guiry & Guiry 2020). Cet algorithme a été appliqué 
sur les bases de références publiques curées (SILVA, Quast et al. 2013 ; PR2, Guillou et al. 2013 ; 
PhytoRef, Decelle et al. 2015 ; µGreen, Djemiel et al. 2020 ; Diat.barcode, Rimet et al. 2019) ce 
qui a permis, dès 2020, de commencer les travaux in silico concernant la comparaison des 
marqueurs génétiques entre eux (gap-analysis, fiches synthétiques décrivant avantages et 
inconvénients) et la recherche de primers relatifs à ces derniers, pour cibler efficacement le 
phytoplancton en metabarcoding. 

 Le 2ème objectif de 2020 a été la recherche de primers. Nous nous sommes concentrés dans un 
premier temps sur des tests in silico de couples d’amorces utilisés dans la littérature mais aussi 
sur un autre volet où de nouveaux couples de primers ont été conçus depuis les bases de 
références homogénéisées. Ces nouveaux couples ont été testés à leur tour. Le design de ces 
derniers a pu être réalisé grâce à une méthode développée en 2020 pour la recherche de couples 
de primers adaptés au metabarcoding ciblant des organismes appartenant à des clades 
polyphylétiques et diversifiés taxonomiquement, comme c’est le cas pour le phytoplancton. A 
l’issue de cette nouvelle méthodologie, certains couples d’amorces ont présenté des résultats 
concluants (cf. rapport de 2021 et publication en cours). 

 Enfin, le 3ème objectif a été le développement d’un protocole d’échantillonnage. Ce protocole 
avait pour but d’être transmis aux bureaux d’études, futurs acteurs des campagnes 
d’échantillonnage du projet dans les DROM. 

Pour l’année 2021 deux objectifs ont été identifiés : 

 La mise en place d’une campagne d’échantillonnage pour laquelle les différents bureaux 
d’études dans les DROM ont été contactés (transmission des instructions, du protocole et du 
matériel nécessaire). Ces campagnes d’échantillonnages se sont appuyées sur un protocole 
permettant le prélèvement du phytoplancton dans les plans d’eau en limitant les risques de 
contamination et en assurant une bonne conservation du matériel biologique jusqu’aux analyses 
moléculaires. Les campagnes d’échantillonnages ont été réalisées dans les DROM, (1 site en 
Guadeloupe, 9 sites en Guyane et 5 sites à la Réunion) et en métropole (4 lacs péri-alpins suivis 
par l’UMR CARRTEL). 

 La sélection des primers pour laquelle 5 couples de primers ont été sélectionnés sur la base de 
tests in silico. Ces couples de primers amplifient des fragments des gènes 16S et le 23S (i.e., ARNr 
16S et 23S, respectivement la petite et grande sous-unité ribosomale des procaryotes et dans 
ce cas précis, l’unité procaryotique en jeu étant le chloroplaste). Ces 5 couples de primers ont 
été testés in vitro sur des communautés synthétiques (i.e., mélange de cultures de microalgues 
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de la collection de culture TCC, Rimet et al. 2018) et un échantillon environnemental (Léman, 
proche du port de l’UMR CARRTEL, le 13.04.2021). 

 L’algorithme d’homogénéisation taxonomique développé en 2020 a été adapté et mis à 
disposition dans une application en ligne (interface ShinyApp proposée par Rstudio) en open-
access : Phytool (https://caninuzzo.shinyapps.io/phytool_v1/). Une nouvelle version a été 
déployée en 2022 (https://github-carrtel.shinyapps.io/phytool_v2/). A l’issue de cette année 
2021, les couples de primers à retenir pour la suite du projet ont été définis. Les échantillons 
environnementaux récupérés en fin d’année 2021 ont été analysés en metabarcodingen 2022 
sur la base de ces choix de primers (cf. détails dans le rapport 2021). 

I.2. Principaux objectifs pour l’année 2022 

Les principaux objectifs pour l’année 2022 ont été : 

 La récupération début 2022 des échantillons des prélèvements d’eau réalisés durant l’année 
2021 dans les DROM et en métropole (grands lacs péri-alpins). Ces échantillonnages ayant été 
mutualisés avec les campagnes d’échantillonnages prévus dans le cadre des suivis DCE ou 
d’autres suivis de routine, nous avons pu bénéficier des comptages phytoplanctoniques 
correspondants réalisés en microscopie par les bureaux d’études. 

 La réalisation des analyses moléculaires (i.e., extractions d’ADN, amplifications PCR et 
séquençage) des différents échantillons de la campagne 2021. Ces analyses ont été réalisées 
selon la méthodologie d’analyse établie sur la base des résultats des tests menés en 2021 et 
détaillés dans le rapport 2021 de ce projet. 

 Le lancement d’une nouvelle campagne d’échantillonnage pour l’année 2022. Les mêmes sites 
échantillonnés lors de la première campagne de 2021 (DROM, 4 lacs péri-alpins) ont à nouveau 
été suivis en 2022. Par ailleurs, de nouveaux lacs métropolitains suivis dans le cadre de la DCE 
ont été rajoutés afin d’avoir un panel plus large de conditions environnementales sur lequel la 
méthode pouvait être testée. 

  

https://caninuzzo.shinyapps.io/phytool_v2_beta/
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II. Campagnes d’échantillonnage 

II.1. Campagne d’échantillonnage de l’année 2021 

Disposer pour chaque échantillon traité en metabarcoding, d’un comptage microscopique du 
phytoplancton est une condition essentielle à l’analyse et à la comparaison entre les données 
morphologiques et moléculaires. Par conséquent, pour la campagne d’échantillonnage 2021, nous 
avons pris contact avec les Offices de l’Eau des DROM et les DEAL/DREAL pour demander la permission 
de contacter les bureaux d’études en charge des suivis DCE dans les DROM. Nous avons pu solliciter 
ces derniers en vue de mutualiser leurs campagnes d’échantillonnage DCE avec celles que nous 
souhaitions réaliser. La réponse positive des bureaux d’étude a permis de pouvoir bénéficier 
d’échantillons filtrés (Sterivex 0.45 µm) pour les sites référencés dans le Tableau 1. Outre, ces sites dans 
les DROM, quatre grands lacs péri-alpins ont également été suivis (Tableau 1). Ces lacs péri-alpins sont 
suivis par l’UMR CARRTEL dans le cadre du suivi de l’observatoire OLA (Observatoire des grands Lacs 
Alpins) et pour lequel des comptages microscopiques sont réalisés. Au total, 19 écosystèmes ont été 
suivis en 2021 et 175 échantillons ont été obtenus. Bien que le projet PhytoDOM vise à s’intéresser 
majoritairement à la diversité phytoplanctonique dans les plans d’eau d’Outre-Mer, des échantillons 
d’autres écosystèmes sont tout aussi importants dans cette phase de développement, pour tester et 
valider la méthodologie sur une large diversité d’organismes et d’écosystèmes. 

Tableau 1. Liste des masses d’eau des DROM et de métropole échantillonnées lors des campagnes 2021. 

Localisation Département Site Type de masse 
d’eau 

Nombre de 
station 

Nombre 
d’échantillon 

DROM Guadeloupe Gaschet Retenue 1 5 
 Guyane Angoulême Rivière 1 1 
  Athanase Rivière 1 1 
  Aval Apatou Rivière 1 1 
  Dégrad Corrèze Rivière 1 1 
  Fourmi Rivière 1 1 
  Langatabiki Rivière 1 1 
  Papaichton Rivière 1 1 
  Patagai Rivière 1 1 
  Twenke Rivière 1 1 
 La Réunion Bois Rouge Etang 1 12 
  Gol Etang 3 36 
  Grand-Étang Etang 1 4 
  Sainte Suzanne Rivière 1 12 
  Saint Paul Etang 3 36 
Métropole Haute-Savoie Aiguebelette Lac 1 8 
  Annecy Lac 1 15 
  Bourget Lac 1 18 
  Léman Lac 1 20 
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II.2. Campagne d’échantillonnage de l’année 2022 

Pour la campagne d’échantillonnage de 2022, le partenariat mis en place avec les bureaux d’études en 
charge des suivis DCE dans les DROM, ainsi que le suivi des quatre grands lacs péri-alpins s’est poursuivi 
(Tableau 1). La même stratégie a été mise en place en métropole afin d’étendre l’échantillonnage sur 
un plus grand nombre de sites (Tableau 2) avec les Agences de l’Eau et leurs bureaux d’étude 
prestataires. Pour l’heure, 91 plans d’eau répartis entre quatre bassins ont été ajoutés à la liste initiale 
(Tableau 2) représentant 221 échantillons supplémentaires. Il est déjà prévu pour l’année 2023 de 
poursuivre cette collaboration avec les Agences de l’Eau et leurs bureaux d’études prestataires, 
notamment par l’échantillonnage de sites dans les bassins non échantillonnés en 2022 (e.g., Rhin-
Meuse). 

Tableau 2. Synthèse des masses d’eau de métropole suivis à partir de la campagne d ‘échantillonnage de 2022. 

Bassin (Agence de l’Eau) Type de masse d’eau Nombre de sites Nombre d’échantillon 

Adour-Garonne Lacs 44 83 
Artois-Picardie Lacs 5 15 
Loire-Bretagne - - 0 
Rhin-Meuse - - 0 
Rhône-Méditerranée-Corse Lacs 28 81 
Seine-Normandie Lacs 14 42 
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III. Traitement des échantillons au laboratoire 

III.1. Traitement des échantillons environnementaux 

Pour la campagne 2021, un total de 175 échantillons environnementaux (Tableau 1) ont été 
réceptionnés au laboratoire. Une fois récupérés, les échantillons ont été stockés à -20°C afin de 
préserver au mieux l’ADN en vue de son extraction. Le travail en laboratoire a débuté une fois tous les 
échantillons réceptionnés. 

L’ensemble de ces échantillons a été traité dans les premiers mois de l’année 2022 en suivant le même 
protocole. Cependant, la méthode de filtration utilisée dans les DROM diffère de celle utilisée pour les 
échantillons des lacs péri-alpins : 

Pour les DROM, des filtres encapsulés Sterivex 0.45 µm (Figure 1) ont été utilisés par les bureaux 

d’étude, suivant le protocole développé en 2020 (cf. rapport 2021) qui permet une filtration sur le 

terrain. Une fixation est réalisée sur le terrain (ajout d’une solution de tampon de lyse) afin que le 

filtre Sterivex puisse être conservé pendant plusieurs semaines au frais et à l’obscurité, avant d’être 

envoyé au laboratoire de l’UMR CARRTEL pour l’extraction/PCR. 

 Pour les lacs péri-alpins, suivis par l’équipe de l’UMR CARRTEL, les échantillons d’eau sont 
directement réceptionnés et filtrés au laboratoire sur des unités de filtration et sur des 
filtres ouverts présentant la même porosité que les Sterivex : 0.45 µm. Ce type de 
filtration est possible car les échantillons d’eau peuvent être filtrés et congelés quelques 
heures seulement après leur prélèvement. Après filtration, chaque filtre est découpé en 
morceaux avec des ustensiles stériles pour faciliter l’extraction d’ADN, puis placé dans un 
tube Eppendorf 2mL et conservé à -20°C jusqu’à l’extraction/PCR. Ceci permet aussi de 
s’affranchir des coûts liés aux Sterivex. 

 

Figure 1. Photographie de quelques Sterivex en provenance de La Réunion avant l’extraction. 

L’extraction d’ADN repose sur l’utilisation du kit NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel) avec un protocole 
adapté pour son utilisation avec des filtres Sterivex (Vautier et al. 2021). Cette méthode a déjà été 
testée avec succès en 2021. Pour les échantillons filtrés sur filtres ouverts, le protocole d’extraction a 
été adapté de manière à rester comparable à l’approche Sterivex : les mêmes étapes et réactifs sont 
utilisés. La Figure 2 résume le protocole utilisé pour un filtre Sterivex ou un filtre ouvert. Les protocoles 
détaillés sont disponibles en Annexe 1 et 2. Une fois les ADNss extraits des 176 échantillons, leur 
quantification a été réalisée en utilisant un NanoDrop (NanoDrop ONE ThermoScientific OZYME). En 
fonction des valeurs obtenues, des dilutions ont été réalisées afin d’avoir des aliquots d’ADN à une 
concentration de 5 ng. µL-1 destinés aux amplifications de PCR. 
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Figure 2. Résumés des protocoles d’extraction d’ADN utilisés pour les échantillons d’eau filtrés sur Sterivex avec 
2mL de tampon de lyse (panneau du haut) et sur filtres (panneau du bas). 
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III.2. Constitution d’échantillons synthétiques 

Des échantillons synthétiques, à partir de souches en culture, ont été constitués afin de pouvoir avoir 
des échantillons de composition contrôlées (échantillons contrôles). 

III.2.1. Souches phytoplanctoniques utilisées 

Pour constituer les échantillons synthétiques, 18 espèces différentes, couvrant une large gamme 
taxonomique de microalgues (Figure 3, experiment 2) et cultivées dans la collection de culture TCC ont 
été utilisées. Parmi ces dernières, 7 espèces sont communes avec les échantillons synthétiques de 
l’année passée (Figure 3, experiment 1). Pour chaque souche, l’ADN a été extrait individuellement et 
amplifié par PCR, afin de produire des mélanges d’amplicons (et non plus des mélanges d’ADN), dans 
le but d’améliorer la qualité des échantillons contrôles (cf. section III.2.2). 

 

 

Figure 3. Espèces de la TCC utilisées dans les échantillons synthétiques en 2021 (« Experiment 1 ») et en 2022 
(« Experiment 2 »). L’arbre présente les liens taxonomiques des différentes espèces. 

III.2.2. Test de différentes méthodes d’extraction d’ADN pour la constitution des 

échantillons synthétiques 

Les résultats de séquençage obtenus en 2021 avec les échantillons synthétiques ont mis en évidence 
certains biais, qui ont été discutés dans le rapport de 2021. En particulier, nous avons montré que les 
communautés contrôles souffraient d’un manque de précision quant à l’évaluation des concentrations 
en ADN après extraction. En effet, les ADN appartenant respectivement aux microalgues et aux 
bactéries présentes dans les cultures ne pouvaient pas être dissociés. Il est alors difficile d’évaluer avec 
précision la quantité d’ADN d’une souche de microalgue lorsque celle-ci se trouve en culture non 
axénique avec des bactéries associées. 

Pour pallier ce biais nous avons testé différentes stratégies d’extraction d’ADN pour constituer des 
communautés synthétiques. Tout d’abord, chacune des souches a été extraite individuellement selon 
les 4 méthodes présentées dans la Figure 4 et détaillées ci-dessous : 

 Communauté « GEN » : extractions d’ADN « brut » avec la méthode GenElute (le 
protocole GenElute est en Annexe 3), comme cela avait déjà était fait en 2021 (cf. mocks 
« MA » livrable 2). 

 
Ulnaria acus 
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 Communauté « AUT » :  extraction d’ADN « brut » avec un protocole utilisant l’automate 
MagnetaPure32 et le kit d’extraction NucleoMag Microbiome (MACHEREY-NAGEL) en 
suivant les recommandations du fournisseur. L’intérêt d’utiliser cet automate est le gain 
de temps pour l’extraction d’un grand nombre d’échantillons. 

 Communauté « FIL » : extraction d’ADN « brut » à partir de souches filtrées sur des filtres 
ouverts dont la porosité est fonction de la taille des souches. Cette filtration a pour 
objectif de réduire la quantité de bactéries associées aux cultures, censées passer au 
travers du filtre, même si une importante partie peut rester attachée aux cellules de 
microalgues. Pour ce faire 2mL de chacune des souches ont été filtrés puis rincés avec un 
volume de 200 mL d’eau stérile, agissant comme solution de lavage/resuspension des 
organismes. 

 Communauté « CHE » : cette méthode permet de réaliser une PCR sur une ou quelques 
cellules isolées par microscopie, sans extraction d’ADN préalable. Elle se base sur un 
protocole utilisant des billes de résines Chelex initialement développé par Walsh et al. 
(1991) repris par Richlen & Barber (2005). Cette approche est intéressante, notamment 
pour le séquençage de nouveaux barcodes d’espèces isolées par microscopie. Le 
protocole de la littérature a été optimisé pour obtenir des résultats concluants ( le 
protocole  est présenté en Figure 5 et l’ensemble du protocole est également disponible 
en Annexe 4). 

 

Figure 4. Présentation synthétique des différentes conditions d’extraction testées sur les souches contrôles pour 
constituer les différentes communautés synthétiques. Différents types de mélanges ont ensuite été constitués 
(équimolaires, exponentiels et en gradient) et sont détaillés dans la section III.2.3. 
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Figure 5. Résumé des protocoles d’extraction d’ADN « GEN » et « FIL » (panneau du haut) et par l’approche  
single-cell « CHE » (panneau du bas). 
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III.2.3. Constitution des communautés synthétiques à partir d’amplicons d’ADN 

Les extraits de chacune des cultures, réalisés suivant les conditions présentées dans la section III.2.2, 
ont été utilisés pour constituer 3 différents types de mélange à partir d’amplicons PCR. Les extraits 
d’ADN ont été amplifiés par PCR (cf. section III.3) afin d’obtenir, comme amplicons, les barcodes relatifs 
à chacun des couples de primers. Après une étape de purification des amplicons à l’aide du kit Illustra 
GFX PCR DNA and Gel Band (Cytiva), ceux-ci ont été quantifiés par NanoDrop pour constituer les 
mélanges d’ADN ci-dessous : 

 Mélange équimolaire (« EQ ») : la quantité d’amplicon de chacune des souches est de 
20ng. 

 Mélange exponentiel (« EX ») : 2 espèces dominent le mélange (50ng d’ADN de chacune) 
et les autres espèces reproduisent des cibles rares (1ng) ou très rares (0.1ng). 

 Mélange par gradient (« GR ») : un gradient de la quantité d’ADN s’étendant de 1ng à 50 
ng par souche, avec des paliers de 10ng (3 espèces sont associés à chaque concentration). 

Au final, un total de 24 communautés synthétiques a été produit : 2 barcodes investigués (16S et 23S) x 
4 méthodes d’extraction (GEN, AUT, FIL, CHE) x 3 assemblages (EQ, EX, GR). Les concentrations d’ADN 
de chaque taxon dans chacune des communautés sont données en Annexe 8. 

III.3. Amplification PCR et séquençage des régions d’intérêt 

Le choix du ou des barcodes constituait une étape importante du rapport de 2021. Il a été choisi de 
conserver pour cette année 2022 les 2 marqueurs 16S et 23S, afin d’assurer une comparaison entre 
ces derniers au cas où l’un d’entre eux (en particulier la région UPA de l’ARNr 23S) ne posséderait pas 
suffisamment de taxons référencés dans la bibliothèque de barcodes Phytool (Canino et al. 2021). Cela 
permet également d’augmenter les chances de détection des espèces en metabarcoding qui ne 
seraient pas détectées en microscopie. Les couples de primers sont rappelés dans le Tableau 3 :  
CYA359F/CYA781R pour l’ARNr 16S et ECLA23S_F1/ECLA23S_R1 pour l’ARNr 23S (au vu des tests in 
silico, ce couple d’amorce présentait un nombre de cibles taxonomiques plus important que les 
autres). 

La PCR a été réalisée en deux étapes avec le protocole fourni en 2021 pour la PCR1 et celui de la 
plateforme de séquençage PGTB (Plateforme de Génomique et Transcriptomique de Bordeaux, 
https://pgtb.fr/la-metagenomique-ciblee/) pour la PCR2. 

Pour rappel, pour les PCR1, les mélanges réactionnels d’un volume final de 25µL sont constitués 
comme suit : 

 2.5µL d’extrait d’ADN à une concentration d’environ 5ng.µL-1(1) 

 5µL de l’amorce forward à une concentration de 1µM 

 5µL de l’amorce reverse à une concentration de 1µM 

 12.5µL (2X) KAPA HiFi HotStart Ready Mix (mélange prêt de l’enzyme, tampons et 
nucléotides libres) 

Les résultats des amplifications ont été contrôlés sur gel d’agarose (1%) par électrophorèse de 2mL 
des produits de PCR. Lorsque les résultats s’avéraient de bonne qualité (i.e., amplification réussie, 
bande nette sans trainées, absence de contamination, etc.), le reste de produit était conservé pour 
remplir les plaques destinées au séquençage (volume minimal nécessaire par échantillon: 20µL). 

 
1 Lorsque la concentration initiale de l’échantillon le permettait (i.e., était supérieure à 5ng.µL-1) 

https://pgtb.fr/la-metagenomique-ciblee/
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Deux différents runs de séquençage ont été réalisés sur la plateforme PGTB avec la technologie MiSeq 
(kit Macro v3, 2×250pb). Ce kit permet d’obtenir 20 à 22.10⁶ reads ce qui correspond à un peu plus de 
100 000 reads environ par échantillon pour 191 échantillons multiplexés dans chacun des runs. Le 
premier run concerne les amplicons obtenus avec les amorces ciblant la région v3-v4 de l’ARNr 16S 
(CYA359F/CYA781R), le second run concerne les amplicons obtenus avec les amorces ciblant la région 
UPA de l’ARNr 23S (ECLA23S_F1/ECLA23S_R1). 

Tableau 3. Récapitulatif des amorces utilisées pour amplifier la région v3-v4 de l’ARNr 16S et la région UPA de 
l’ARNr 23S. 

Couples d’amorces Forward Reverse Référenc

e 

CYA359F/CYA359R 
[16S v3-V4] 

GGGGAATYTTCCGCAATGGG GACTACWGGGGTATCTAATCCCW

TT 
Nübel et 

al. 1997 

ECLA23S_F1/ECLA23S_R
1 

ACAGWAAGACCCTATGAAGC

TT 
CCTGTTATCCCTAGAGTAACTT Cette 

étude 

III.4. Optimisation des protocoles de laboratoire 

Les différents protocoles pour l’extraction d’ADN sont disponibles en Annexe 1 (Nucleospin soil filtre 
ouvert), 2 (Nucleospin soil Sterivex), 3 (Genelute) et 4 (Chelex). 

En annexe sont donnés également les protocoles relatifs aux filtrations : sur filtre ouvert (Annexe 5) 
et sur Sterivex adapté au terrain (Annexe 6), ainsi que le protocole d’amplification recommandé par 
la plateforme PGTB (Annexe 7). 

Le protocole actuellement utilisé en routine pour l’extraction d’ADN des échantillons prélevés à l’aide 
de Sterivex et conservés dans du tampon de lyse présente certains inconvénients. En effet, le protocole 
est long, ne permet pas de passer beaucoup d’échantillons en une journée (seulement 12 pour 1 
manipulateur) et est coûteux en consommables. C’est également en grande partie pour cela que 
lorsque c’est possible (i.e., lorsque l’échantillon d’eau peut être ramené au laboratoire quelques 
heures après le prélèvement, tout en le conservant au frais pendant le transport) l’approche utilisant 
les filtres ouverts, préservés à sec et à -20°C doit être favorisée. 

III.4.1. Optimisation de l’approche « Chelex » 

L’intérêt principal de l’approche « Chelex » est le potentiel qu’elle offre pour séquencer facilement des 
espèces à partir de seulement quelques cellules (pipetées dans un échantillons naturel), sans avoir à 
les cultiver,) afin de pouvoir compléter facilement les bases de référence de barcodes. Le protocole 
Chelex (Annexe 4), a dû être adapté par rapport à la littérature (e.g., Walsh et al., 1991) pour permettre 
une amplification à partir de cellules de microalgues isolées : augmentation du nombre de cellules 
cibles (nombre dépendant de la taille de ces dernières et de la facilité à les isoler à l’aide de pipettes 
pasteurs installées sur un micropipeteur) re-suspendues dans un volume moins important de Chelex 
(50µL). De plus, l’étape de lyse du protocole originel repose uniquement sur une étape de lyse 
mécanique (i.e., choc des microbilles de Chelex entre-elles) relativement courte. Nos résultats ont 
montré que cette étape n’était pas suffisante pour certaines microalgues qui restaient intactes à l’issue 
de cette lyse (e.g., Figure 6 avec Haematococcus lacustris). Pour pallier cela, un choc thermique a été 
ajouté. Nous préconisons également d’augmenter le temps des étapes d’agitation. 
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Figure 6. Photographie de cellules d’Haematococcus lacustris, restées intactes après la lyse mécanique du 
protocole Chelex. 

III.4.2. Optimisation du protocole d’extraction d’ADN à partir de Sterivex utilisant 

l’automate MagnetaPure32 

Cet automate a été testé en vue d’optimiser l’efficacité de l’extraction d’ADN en permettant un gain 
de temps et la réduction des couts, notamment lors du traitement de plusieurs centaines 
d’échantillons. Des tests ont été réalisés sur des échantillons environnementaux pour comparer 
l’efficacité de l’automate avec celle du kit NucleoMag Water (MACHEREY-NAGEL) et les méthodes 
utilisées en routine en 2022 pour les filtres ouverts et les Sterivex. Étant contraint par l’utilisation de 
Sterivex contenant du tampon de préservation, le nouveau protocole a dû être optimisé pour partir de 
cette étape et poursuivre l’extraction sur l’automate. Les résultats des tests effectués sur ce dernier 
ont montré, qu’à partir d’un volume de lysat inférieur, les extraits d’ADN présentaient une qualité 
supérieure (dosages et vérifications au NanoDrop) et une quantité d’ADN extrait plus importante 
(quantifications réalisées au QuBit). Les résultats de metabarcoding pour des tests identiques réalisés 
dans le cadre d’un autre projet montrent que les structures des communautés de diatomées sont 
similaires pour un même échantillon dont l’extraction a été réalisée avec l’automate et avec le kit 
NucleoSpin Soil. Des tests de détection de cibles rares par ddPCR (Stilla) ont également été réalisés 
dans le but de voir à quel point le nouveau protocole testé différait de l’ancien pour extraire de l’ADN 
présent en faible quantité. Il s’est avéré que les cibles rares étaient mieux détectées avec le protocole 
d’extraction sur automate qu’avec l’ancien. 

  



Axe thématique 4 : Projet PhytoDOM – Février 2023 13 

IV. Développements bioinformatiques 

IV.1. Mise à jour de l’application Phytool 

La nouvelle version v2 de Phytool (Canino et al. 2021) est disponible sur le site Github de l’UMR 
CARRTEL au lien suivant : https://github.com/Github-Carrtel. 

Toutefois l’ancien site de Phytool est toujours disponible 
(https://caninuzzo.shinyapps.io/phytool_v2_beta/) et propose une redirection vers la nouvelle 
adresse. 

Plusieurs améliorations sont disponibles dans cette nouvelle version : 

 La couverture taxonomique a été enrichie. A l’origine, seulement les espèces de 
microalgues recensées sur Phytobs (Laplace-Treyture et al. 2017) étaient disponible sur 
Phytool. La taxonomie relative aux microalgues dans la base de données TAXREFv15 de 
l’INPA (Gargominy et al. 2022) a été utilisée pour rechercher davantage de microalgues 
dans les bases de références ADN publiques. Un nouvel onglet a ainsi été mis en place 
dans le « Taxonomy Browser » pour permettre une distinction entre les microalgues d’eau 
douce uniquement (Phytobs) et les microalgues pouvant provenir des milieux aquatiques 
et terrestres (Phytobs et TAXREFv15). 

 Les noms des auteurs des taxons ont été ajoutés (suggestions des reviewers de Canino et 
al. 2021). Par ailleurs, la base de référence Diat.barcode (Rimet et al. 2019) réunissant les 
barcodes rbcL pour les diatomées a également été intégrée dans un onglet dédié. 

 La méthode de curation des séquences ajoutées dans Phytool a été modifiée dans la 
version v2. Lorsque différentes séquences avec un même nom taxonomique sont 
comparées entre elles, un « cluster » arbitraire est construit avec un seuil de similarité de 
à 80% (i.e., suffisamment large pour exclure uniquement les séquences qui pourraient 
être considérées comme des outliers et donc comme séquences mal assignées). Les 
séquences ayant un même nom taxonomique et qui sont en dehors de ce cluster ne sont 
pas retenues. 

 Concernant les bases de référence (i.e., 16S, 23S, 18S et rbcL de Diat.barcode), un outil 
permettant de visualiser leur contenu de manière interactive a été ajouté. 

 Par ailleurs, il est possible de télécharger les séquences en vue de créer une base de 
référence pour une assignation sur un logiciel dédié (e.g., Mothur qui requiert un format 
spécial). 

 D’autres modifications, d’ordre mineur, ont également été réalisées : 

 L’onglet « Versions » sur l’application permet d’avoir un aperçu des modifications 
réalisées dans la version 2 de Phytool. 

 Sur la page principale, un lien a été ajouté afin que les personnes intéressées, pour 
rejoindre le réseau « barcodes » et aider à alimenter les bases de références, 
puissent prendre contact avec nous. 

Enfin, la mise à jour v2 de Phytool a permis d’enrichir de nouvelles séquences, les différentes bases de 
références des marqueurs d’intérêt (16S, 23S, 18S, rbcL). 

https://github.com/Github-Carrtel
https://caninuzzo.shinyapps.io/phytool_v2_beta/
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IV.2. Traitement des données de séquençage 

Les données de séquençage (sous la forme de fichiers FASTQ) ont été analysées grâce au pipeline 
développé en 2021. Il utilise notamment le logiciel cutadapt v3.5 (Martin 2011) qui permet de détecter 
et de retirer les primers des reads. Le traitement des séquences se poursuit jusqu’à l’obtention des 
tables d’ASVs (Amplicon Sequence Variant) en utilisant le pack logiciel « open source » DADA2 v1.20 
(Callahan et al. 2016). L’assignation taxonomique des ASVs a été réalisée en utilisant la commande 
classify.seqs du logiciel Mothur (Schloss et al. 2009). Le script a été légèrement modifié pour permettre 
des sorties graphiques supplémentaires comme par exemple i) une visualisation du chevauchement et 
de l’assemblage des reads curés entre eux, ou ii) une sortie graphique finale permettant d’avoir un 
aperçu de la diminution du nombre de reads après chacune des étapes du pipeline bioinformatique. 
Ce script, rédigé en langage de programmation R, est en cours de publication et sera mis en open 
access sur: https://github.com/Github-Carrtel. 

IV.3. Optimisation de l’analyse des données 

Comme expliqué précédemment, pour chacun des échantillons environnementaux analysés en 
metabarcoding, un fichier d’observation microscopique est disponible. La nomenclature taxonomique 
des comptages microscopiques a été homogénéisée avec Phytool v2 afin de pouvoir comparer les listes 
obtenues en microscopie aux listes obtenues en metabarcoding. Dans certains cas, l’homogénéisation 
par Phytool v2 n’a pas suffi car des erreurs étaient présentes dans les fichiers d’entrées de microscopie 
(e.g., fautes de frappes, majuscules, espaces traînants etc.). Au vues de la récurrence de certaines 
erreurs, provenant probablement en partie du logiciel d’aide au comptage Phytobs, une liste de ces 
erreurs a donc été dressée et envoyée au gestionnaire du logiciel Phytobs. 

Concernant l’algorithme d’assignation des séquences environnementales, dans certains cas, 
l’assignation n’allait pas jusqu’à l’espèce et s’arrêtait à des rangs taxonomiques supérieurs comme par 
exemple l’Ordre. Ce phénomène se produit lorsque l’assignation est ambigüe, du fait de la présence 
de barcodes proches dans la base de référence de barcodes. Dans ce cas, les barcodes se caractérisent 
par des noms taxonomiques différents mais un rang taxonomique commun. Afin d’augmenter la 
comparabilité entre metabarcoding et microscopie nous avons développé une méthode d’assignation 
semi-manuelle (Figure 7 s’appuyant sur les identifications validées en microscopie pour lever 
l’ambiguïté. Cette même approche a été utilisée pour identifier les séquences correspondant aux 
espèces des échantillons synthétiques lorsque le résultat de leur assignation était ambigüe, en 
s’appuyant sur leur présence connue dans l’échantillon. 

https://github.com/Github-Carrtel
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Figure 7. Présentation schématique du fonctionnement de l’algorithme utilisé pour ré-assigner les séquences 
environnementales en s’appuyant sur les suivis microscopiques. 
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V. Comparaison des inventaires obtenus en microscopie et 

en metabarcoding 

V.1. Échantillons synthétiques 

Les échantillons synthétiques étaient composés de quantités contrôlées d’ADN d’amplicons de 18 
espèces différentes. L’hypothèse est qu’il y a, pour une espèce donnée, une relation entre la quantité 
d’ADN introduite dans l’échantillon synthétique et le nombre de reads obtenus après séquençage. Une 
corrélation est donc attendue entre la proportion d’ADN introduit et la proportion de reads obtenus 
sur l’ensemble des espèces constituant l’échantillon synthétique. 

Pour le marqueur 16S, 15 espèces sur 18 ont été détectées, dont 3 ont été correctement assignées à 
l’espèce. Trois espèces n’ont pas ont été détectées : H. lacustris, P. morum et V. magna (Figure 3). Pour 
certaines des 15 espèces qui présentaient des barcodes peu résolutifs, l’algorithme de réassignation a 
été appliqué et une assignation manuelle a été réalisée pour les autres. 

Pour le marqueur 23S, les 18 espèces ont été identifiées, même si certaines (e.g., H. lacustris) 
présentaient une abondance très faible (10 reads seulement sur un échantillon). Parmi ces espèces, 6 
ont été correctement assignées jusqu’à l’espèce, les autres ont été réassignées au moyen de notre 
algorithme de réassignation et/ou d’une réassignation manuelle. 

La Figure 8 présente pour l’ensemble des échantillons synthétiques, la quantité relative d’ADN 
introduite pour une espèce dans l’échantillon en fonction de l’abondance relative des reads obtenus 
pour cette espèce dans un échantillon donné. Deux droites de corrélation ont été réalisées pour 
chacune des communautés et chacun des 2 marqueurs : 

 En bleu, la droite représente la régression sur l’ensemble des points. 

 En rouge, la droite représente la régression lorsque les valeurs extrêmes sont enlevées, 
en particulier les concentrations les plus fortes en ADN. 

L’estimation du lien entre la quantité d’ADN introduite et le nombre de reads est plus forte (i.e., des 
coefficients de corrélation plus élevés) et plus significative (p-value < 0.05) pour le marqueur 23S que 
pour le marqueur 16S, et ceci quelle que soit la méthode d’extraction considérée (i.e., AUT, CHE, FIL, 
GEN). Un meilleur taux de détection des espèces introduites est également observé avec le marqueur 
23S. 

En ce qui concerne les abondances relatives de reads pour la condition de mélange équimolaire (Figure 
8 : points alignés les uns au-dessus des autres et correspondants à une quantité relative d’ADN environ 
égale à 2) la dispersion des points avec le 23S est moindre qu’avec le 16S. Cela signifie que les 
proportions de reads sont mieux corrélées aux proportions d’ADN avec le marqueur 23S. Cela est en 
particulier influencé par la moindre capacité de détection des espèces observée pour le 16S. 
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Figure 8. Corrélation entre la quantité d’ADN introduite et le nombre de reads obtenus pour les 18 espèces dans 
les 3 échantillons synthétiques (mélanges équimolaire, gradient et exponentiel) pour le marqueur 16S (haut) et 
23S (bas) et pour chacune des 4 méthodes d’extraction utilisées (automate - AUT, Chelex - CHE, filtre - FIL, 
GenElute - GEN). Les résultats sont exprimés en log des abondances relatives de reads et d’ADN d’amplicon par 
espèce. En bleu : régression sur l’ensemble des données ; en rouge : régression sur un sous-ensemble des données 
excluant les valeurs extrêmes ; en pointillés : régression 1:1. Les coefficients de corrélations de Pearson sont 
indiqués ainsi que la significativité de leur p-value (* <0.01 ; . <0.05). 

Plusieurs conclusions peuvent être tirées de ces résultats : 

 Premièrement, concernant la capacité de quantification relative des espèces présentes en 
mélange dans une communauté : la constitution des communautés synthétiques à partir 
de mélanges d’amplicons (en non d’ADN comme en 2021) a permis une meilleure 
évaluation de la capacité des 2 marqueurs à produire des données semi-quantitatives en 
metabarcoding. L’estimation de la quantité d’ADN introduite dans les communautés 
synthétiques était en effet plus précise car réalisée sur les amplicons purifiés des barcodes 
d’intérêt, donc très majoritairement sur les organismes cibles (et non sur d’autres 

16S 

23S 
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organismes non-cibles comme les bactéries, cf. rapport 2021). On observe une corrélation 
robuste avec le 23S, en particulier pour les échantillons extraits avec l’automate (AUT). 

 Deuxièmement, les résultats de ces échantillons mettent en évidence la sous-
représentation ou non-détection de certaines espèces contrôles. Le fait d’avoir en 
parallèle les données de metabarcoding 16S et le 23S permet d’identifier si cela est dû à 
un problème d’amplification spécifique au marqueur (quand une espèce est détectée par 
un marqueur et pas par l’autre) ou d’extraction (quand l’espèce n’est détectée par aucun 
des 2 marqueurs). Des tests d’amplifications in silico peuvent également servir de 
contrôles supplémentaires. Le cas de Haematococcus lacustris, montre la difficulté 
d’extraire l’ADN de cette souche, qui n’est in fine représentée par aucun des deux 
marqueurs. L’étape de lyse cellulaire pourrait être mise en cause. Cependant, malgré la 
présence de différent types de lyse des cellules (lyse chimique pour la méthode AUT; lyse 
enzymatique + choc thermique pour les méthodes GEN et FIL et lyse mécanique + choc 
thermique pour la méthode CHE) cette espèce n’a pas pu être détectée, ou très peu. Cela 
pourrait être dû au fait que H. lacustris est une espèce aérophile qui peut produire des 
kystes de résistances qui sont probablement difficiles à lyser. 

 Enfin, les 4 méthodes d’extraction d’ADN testées présentent des résultats variables quant 
à leur potentiel d’extraction des différentes espèces. En considérant uniquement les 
corrélations significatives, les méthodes « AUT » et « GEN » semblent plus efficaces que 
les 2 autres méthodes (i.e. « FIL » et « CHE »), permettant une meilleure détection et une 
meilleure quantification des espèces dans les communautés synthétiques. Pour la 
méthode « FIL », certaines espèces de microalgues peuvent solidement adhérer aux filtres 
et/ou former des amas, réduisant l’efficacité de l’extraction d’ADN. Cette hypothèse 
permettrait d’expliquer pourquoi Nitzschia palea a été détectée correctement par les 
autres méthodes, mais pas sur filtre. Cette diatomée benthique, forme naturellement des 
amas cellulaires solidement attachés entre eux et également au support. Dans des 
échantillons environnementaux, de tels amas sont donc susceptibles de se former, en 
fonction des espèces présentes dans les communautés, l’étape d’agitation permettant de 
bien détacher les particules du filtre est donc importante. Les étapes de lyse enzymatique 
doivent également être maintenues (i.e., sur un agitateur rotatif permettant un lessivage 
complet du filtre). Enfin pour les filtres ouverts, leur découpage en petits morceaux et 
l’absence de plis permettent de favoriser la disponibilité des microalgues aux étapes de 
lyse. 

V.2. Échantillons environnementaux 

V.2.1. Ensemble des échantillons : lacs des DROM et lacs péri-alpins 

V.2.1.1. Alpha-diversité 

Dans un premier temps, la diversité locale à l’échelle de chaque échantillon (i.e., alpha-diversité) a été 
calculée à partir des données obtenues avec les trois approches (pour rappel : microscopie, 16S et 
23S). Une comparaison entre les valeurs d’alpha-diversité obtenues par microscopie et par 
metabarcoding a été effectuée. Sur l’ensemble des échantillons, les valeurs d’alpha-diversité obtenues 
en microscopie sont corrélées modérément et significativement avec celles obtenues en moléculaire, 
et ceci quel que soit le marqueur moléculaire considéré (16S : rho = 0.245, p-value<0.001 ;                    
23S : rho = 0.247, p-value<0.001 ; Figure 9). Par ailleurs, les valeurs d’alpha-diversité obtenues en 
metabarcoding sont globalement supérieures à celles obtenues en microscopie. 
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Figure 9. Relation entre les valeurs de diversité locale (ou alpha-diversité) calculées à partir des données de 
microscopie et moléculaires (marqueurs 16S et 23S). a) La relation est estimée entre les données de microscopie 
et les données du marqueur 16S. b) La relation est estimée en considérant les données de microscopies et les 
données du marqueur 23S. Chaque point noir correspond à un échantillon des DROM ou de métropole. L’alpha-
diversité est exprimée selon l’indice de Shannon. Les relations ont été estimée par le calcul du coefficient de 
corrélation non paramétrique de Spearman. 

V.2.1.2. Beta-diversité 

En complément, les structures des communautés (i.e., beta-diversité) obtenues en microscopie ont 
été comparées à celles obtenues en moléculaire (16S et 23S). Des Analyses en Coordonnées Principales 
(PCoA) ont été réalisées en se basant sur les listes floristiques, de chaque méthode, exprimées en 
biomasse relatives d’espèces pour la microscopie et en abondance relative du nombre de reads pour 
les méthodes moléculaires. L’analyse PCoA pour la microscopie (Figure 10) met en évidence une 
différence de structure entre les échantillons provenant des DROM et ceux des lacs péri-alpins. Parmi 
les échantillons des DROM, l’étang de Gol à La Réunion (points bleus dans le cadre inférieur droit du 
plan factoriel de la PCoA) se démarque des autres échantillons. Cet étang est connecté à l’océan par 
un grau, suggérant une influence marine dans la structuration des communautés phytoplanctoniques 
avec des apports d’eau de l’océan vers l’étang et inversement. Cette structuration est retrouvée avec 
les données moléculaires du marqueur 16S (Figure 11) et du marqueur 23S (Figure 12). Le gradient 
d’influence marine, notamment pour les sites d’échantillonnage de l’étang de Gol, est également 
observé. L’identification des 10 taxons les plus abondants met en évidence des taxons communs entre 
les trois approches appartenant aux genres Cryptomonas et Cyanobium (Figures 10, 11 et 12). 
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Figure 10. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée 
sur les données de microscopie obtenues sur l’ensemble des échantillons provenant des DROM (i.e., Guadeloupe, 
Guyane et Réunion) et de métropole (i.e., OLA). Chaque point correspond à un échantillon et la couleur à sa 
provenance : Guadeloupe (rouge), Guyane (jaune), Réunion (bleu), et métropole (vert, lacs OLA). Les échantillons 
sont projetés sur le plan factoriel formé par les deux premiers axes de l’analyse (% d’inertie expliquée  : Axe 1 : 
15.58%, Axe 2 : 10.54%). Sur le plan factoriel de l’analyse sont également projetés les 10 taxons les plus abondants 
dans l’ensemble des échantillons. 
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Figure 11. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée 
sur les données moléculaire (marqueur 16S) obtenues sur l’ensemble des échantillons provenant des DROM          
(i.e., Guadeloupe, Guyane et Réunion) et de métropole (i.e., OLA). Les échantillons sont projetés sur le plan 
factoriel formé par les deux premiers axes de l’analyse (% d’inertie expliquée : Axe 1 : 26.72%, Axe 2 : 13.48%). 
Les 10 taxons les plus abondants dans l’ensemble des échantillons sont également projetés sur le plan factoriel 
de l’analyse. Voir la Figure 10 pour plus de détail sur les légendes. 
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Figure 12. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée 
sur les données moléculaire (marqueur 23S) obtenues sur l’ensemble des échantillons provenant des DROM       
(i.e., Guadeloupe, Guyane et Réunion) et de métropole (i.e., OLA). Les échantillons sont projetés sur le plan 
factoriel formé par les deux premiers axes de l’analyse (% d’inertie expliquée : Axe 1 : 22.39%, Axe 2 : 13.77%). 
Les 10 taxons les plus abondants dans l’ensemble des échantillons sont également projetés sur le plan factoriel 
de l’analyse. Voir la Figure 10 pour plus de détail sur les légendes. 

V.2.1.3. Co-structure microscopie/metabarcoding 

La co-structure (ou la congruence) entre les assemblages phytoplanctoniques obtenus par la 
microscopie et par les marqueurs moléculaires (i.e., 16S et 23S) a également été évaluée grâce à des 
analyses de co-inertie. La congruence entre les données de microscopie et celles du marqueur 16S est 
élevée, avec 68.69% de l’inertie totale expliquée par les deux premiers axes de l’analyse (Axe 1 : 
57.69%, Axe 2 : 11.00% ; Figure 13). Un test de Monte-Carlo, montre également un degré de co-
variation élevé et significatif entre les deux ensembles de données (RV = 0.66, p = 0.01). Des patrons 
similaires sont observés lorsque les données de microscopie sont comparées à celles du marqueur 23S 
(Figure 14). Dans ce cas, les deux premiers axes de l’analyse de co-inertie expliquent 66.46% de l’inertie 
totale et le test de Monte-Carlo indique un degré de co-variation élevé et significatif (RV = 0.67, p-
value = 0.01). Une congruence élevée est à noter entre les assemblages phytoplanctoniques obtenus 
par les deux marqueurs moléculaires (i.e., 16S et 23S). L’analyse de co-inertie explique sur ses deux 
premiers axes 62.67% de l’inertie totale (Axe 1 : 50.10%, Axe 2 : 12.57%) et présente un fort degré 
significatif de co-variation (RV = 0.96, p-value < 0.001). 
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Figure 13. Analyse de co-inertie décrivant la co-structure entre les assemblages phytoplanctoniques estimés par 
ACP sur les données de microscopie et moléculaire (16S). Projection des échantillons sur les deux premiers axes 
de l’analyse. Pour chaque axe, les valeurs entre parenthèses correspondent au pourcentage d’inertie expliquée. 
La longueur des flèches indique la différence de composition entre les données morphologiques (les points des 
flèches) et les données moléculaires (les pointes des flèches). La couleur des points correspond à l’origine des 
échantillons. 
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Figure 14. Analyse de co-inertie décrivant la co-structure entre les assemblages phytoplanctoniques estimés par 
ACP sur les données de microscopie et moléculaire (23S). Projection des échantillons sur les deux premiers axes 
de l’analyse. Pour chaque axe, les valeurs entre parenthèses correspondent au pourcentage d’inertie expliquée. 
La longueur des flèches indique la différence de composition entre les données morphologiques (les points des 
flèches) et les données moléculaires (les pointes des flèches). La couleur des points correspond à l’origine des 
échantillons. 

Les analyses de beta-diversité ont mises en évidence des patrons structuraux des communautés 
phytoplanctoniques distincts entre les échantillons provenant des DROM et de métropole et ceux quel 
que soit le type d’approche considéré (i.e., microscopie, 16S, 23S ; Figures 10-12). Une analyse 
spécifique à chaque milieu (i.e., DROM et métropole) a donc été réalisé dans la section suivante. 

V.2.2. Échantillons des Lacs péri-alpins (OLA) 

V.2.2.1. Gap analysis : comparaison des taxons détectés en microscopie et en 

metabarcoding 

La comparaison des taxons des lacs péri-alpins identifiés par les méthodes moléculaires (16S, 23S) et 
la microscopie est présentée dans la Figure 15. Cette comparaison met en évidence que le nombre de 
taxons communs détectés par les trois méthodes est élevé pour les niveaux taxonomiques les plus 
hauts (i.e., phylum, class, ordre) et diminue fortement pour les niveaux les plus fins (i.e., famille, genre, 
espèce). En particulier, au niveau « espèce » le nombre de taxons communs entre la microscopie et le 
marqueur 16S est de 10% et entre la microscopie et le marqueur 23S est de 8.6%. La proportion 
d’espèces identifiées seulement par l’approche moléculaire (16S et 23S) est importante (25%) et 
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correspond principalement à des taxons de très petite taille (picophytoplancton) difficiles à observer 
en microscopie et présentant une importante diversité cryptique (e.g., Eustigmatophycées, diversité 
de pico-cyanobactéries, etc.). La proportion d’espèces identifiées seulement par microscopie est 
également forte (63%) et met en évidence la vacuité des bases de référence de barcode au niveau de 
l’espèce. Cette proportion est nettement plus faible pour le genre (47.8%) et la famille (31.1%). 

 

Figure 15. Diagrammes de Venn comparant les taxons identifiés par les trois approches (16S : bleu, 23S : jaune et 
microscopie : vert). Les différents niveaux taxonomiques sont considérés du phylum à l’espèce. Le nombre (en 
gras) et le pourcentage (%) de taxons sont indiqués. 

L’identification des 10 taxons les plus abondants détectés pour les trois méthodes met en évidence 

que les taxons enregistrés en microscopie sont différents de ceux enregistrés en moléculaire, à 

l’exception de Plagioselmis nannoplanctica (correspondant à Teleaulax sp., pour le 16S), qui a été 

enregistré en microscopie et en moléculaire (Tableau 4). Les résultats montrent i) que le pico-

phytoplancton est sous-estimé en microscopie (Cyanobium, Synechococcaeae) et ii) que certains 

taxons sont identifiés à des niveaux grossiers en moléculaire alors qu’ils sont identifiés au niveau 

spécifique en morphologie (e.g., Mediophyceae en moléculaire et Pantocsekiella costei en 

microscopie), ce qui traduit la vacuité de la base de référence de barcodes. 
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Tableau 4. Comparaison des dix taxons les plus abondants détectés par les approches morphologiques et 
moléculaires. 

Taxon (Microscopie) 
Ab 
(%) Taxon (23S) 

Ab 
(%) Taxon (16S) 

Ab 
(%) 

Pantocsekiella costei 27.08 Cyanobium rubescens 12.79 
Synechococcaceae 
unclassified 19.25 

Dinobryon divergens 9.30 Plagioselmis nannoplanctica 9.45 Teleaulax sp. 18.12 

Ceratium hirundinella 6.90 Mediophyceae unclassified 8.63 Cyanobium rubescens 11.61 

Plagioselmis lacustris 5.57 Cyanobium unclassified 8.59 Cryptomonas curvata 8.58 

Fragilaria crotonensis 5.48 
Synechococcaceae 
unclassified 7.82 Thalassiosira sp. 7.99 

Mougeotia gracillima 4.62 Ochrophyta unclassified 7.41 Chrysochromulina parva 7.04 

Plagioselmis nannoplanctica 4.57 Chromulinaceae unclassified 4.63 Cyanobium sp. 5.17 

Cryptomonas sp. 3.48 Cryptophyceae unclassified 3.42 unknown unclassified 4.38 

Diatoma tenuis 3.35 unknown unclassified 2.87 Cyanobium unclassified 2.33 

Dinobryon sociale var. 
americanum 3.05 Chrysochromulina parva 2.58 Planktothrix rubescens 1.77 

V.2.2.2. Co-structure microscopie/metabarcoding 

Afin de comparer les structures (ou beta-diversité) obtenues en microscopie et en moléculaire (16S, 
23S) dans les lacs péri-alpins, des analyses de co-inertie ont été réalisées (Figures 16 et 17). Les listes 
floristiques de chaque méthode sont exprimées en biomasse relative d’espèces pour la microscopie et 
en abondance relative du nombre de reads pour les méthodes moléculaires. Pour le marqueur de 16S, 
l’analyse de co-inertie met en évidence une congruence sur les deux premiers axes, représentant 
30.65% de l'inertie totale projetée (Axe 1 : 17.69%, Axe 2 : 12.96%). De plus, le test de Monte-Carlo 
montre un degré significatif de co-variation entre les deux assemblages (RV = 0.62, p<0.001, Figure 
16). Une congruence a également été observée entre les assemblages basés sur la microscopie et le 
marqueur moléculaire 23S, avec 30.44% de l’inertie totale expliquée par les deux premiers axes (Axe 
1 : 17.81%, Axe 2 : 12.63%), et une co-variation significative (RV = 0.65, p<0.001, Figure 17). La co-
structure entre les assemblages phytoplanctoniques obtenus par les deux marqueurs moléculaires 
(i.e., 16S et 23S) a également été testé. Une congruence forte est observée, avec les deux premiers 
axes expliquant 76.1% de l’inertie totale projetée (Axe 1 : 63.81%, Axe 2 : 12.29%), et une co-variation 
significative de 0.79 (RV, p<0.001). 
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Figure 16. Analyse de co-inertie entre les assemblages phytoplanctoniques estimés sur les données de microscopie 
et moléculaire avec le marqueur 16S. La longueur des flèches indique la différence de composition entre les 
données morphologiques (points des flèches) et les données moléculaires (pointes des flèches). Chaque point 
correspond à un échantillon et sa couleur à sa provenance : Aiguebelette (vert), Annecy (jaune), Bourget (rouge), 
et Léman (bleu). 

 

Figure 17. Analyse de co-inertie entre les assemblages phytoplanctoniques estimés par les données de 
microscopie et moléculaire avec le marqueur 23S. La longueur des flèches indique la différence de composition 
entre les données morphologiques (points des flèches) et les données moléculaires (pointes des flèches). Chaque 
point correspond à un échantillon et sa couleur à sa provenance : Aiguebelette (vert), Annecy (jaune), Bourget 
(rouge), et Léman (bleu). 
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V.2.3. Échantillons des Lacs des DROM 

V.2.3.1. Beta-diversité 

Pour les lacs des DROM, les structures des communautés (beta-diversité) obtenues en microscopie ont 
été comparées à celles obtenues en moléculaire (16S et 23S) grâce à des PCoA. Les listes floristiques 
de chaque méthode sont exprimées en biomasse relatives d’espèces pour la microscopie et en 
abondance relative du nombre de reads pour les méthodes moléculaires. Pour les échantillons 
provenant des DROM, avec la microscopie, on observe toujours une différence de composition des 
assemblages phytoplanctoniques de certains échantillons de l’étang de Gol (La Réunion) par rapport 
aux autres échantillons (Figure 18). Alors qu’une partie des échantillons de l’étang de Gol sont projetés 
dans la continuité des échantillons des 3 autres lacs Réunionnais (i.e., les points rouges présentant des 
valeurs positives sur l’axe 1 de la PCoA), l’autre partie des échantillons (correspondant aux échantillons 
du site le plus influencé par les apports marins) sont plus éloignés dans le plan factoriel. Ces résultats 
confirment les patrons observés en microscopie sur l’ensemble des échantillons (Figure 10) et 
indiquent une influence des apports marins dans la structuration des assemblages de phytoplancton 
dans l’étang de Gol. Ce patron de structuration des assemblages phytoplanctoniques est également 
retrouvé avec les marqueurs 16S (Figure 19) et 23S (Figure 20), mais de façon moins marquée. Par 
ailleurs, la dispersion plus large des échantillons pour les 3 autres lacs Réunionnais (i.e., Sainte Anne, 
Saint Paul et Sainte Suzanne) montre que les données moléculaires permettent d’accéder à des 
assemblages plus complexes et diversifiés qu’en microscopie. 
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Figure 18. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée 
sur les données de microscopie obtenues à partir des échantillons prélevés dans les 4 sites de la Réunion : Gol 
(rouge), Saint Andre (jaune), Saint Paul (bleu), Sainte Suzanne (vert). 
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Figure 19. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée 
sur les données moléculaires (marqueur 16S) obtenues à partir des échantillons prélevés dans les 4 sites de la 
Réunion : Gol (rouge), Saint Andre (jaune), Saint Paul (bleu), Sainte Suzanne (vert). 
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Figure 20. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée 
sur les données moléculaires (marqueur 23S) obtenues à partir des échantillons prélevés dans les 4 sites de la 
Réunion : Gol (rouge), Saint Andre (jaune), Saint Paul (bleu), Sainte Suzanne (vert). 

V.2.3.2. Co-structure microscopie/metabarcoding 

La co-structure (ou la congruence) entre les assemblages phytoplanctoniques obtenus par microscopie 
et les marqueurs moléculaires (i.e., 16S et 23S) pour les plans d’eau des DROM a également été évaluée 
par analyse de co-inertie. La congruence entre les données de microscopie et celles du marqueur 16S 
est modérée, avec 58.05% de l'inertie totale projetée expliquée par les deux premiers axes (Axe 1 : 
43.444%, Axe 2 : 14.61%). En outre, le test de Monte-Carlo, montre un degré modéré de co-variation 
entre les deux ensembles de données (RV = 0,57, p = 0.01, Figure 21). La congruence entre les données 
de microscopie et celles du marqueur 23S est également modérée, avec 56.13% de l'inertie totale 
projetée expliquée par les deux premiers axes de l’analyse (Axe 1 : 42.04%, Axe 2 : 14.09%), et un degré 
de co-variation modéré entre les deux ensembles de données estimé par le test de Monte-Carlo (RV = 
0,57, p 0.01, Figure 22). La co-structure entre les assemblages phytoplanctoniques obtenus par les 
deux marqueurs moléculaires (i.e., 16S et 23S) a également été testé. Une congruence modérée est 
également observée, avec les deux premiers axes expliquant 56.56% de l’inertie totale projetée (Axe 
1 : 44.07%, Axe 2 : 12.49%), et une co-variation significative de 0.95 (RV, p<0.001). 
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Figure 21. Analyse de co-inertie décrivant la co-structure entre les assemblages phytoplanctoniques estimés par 
des ACP sur les données de microscopie et moléculaires (16S). La longueur des flèches indique la différence de 
composition entre les données morphologiques (les points des flèches) et les données moléculaires (les pointes 
des flèches). Chaque point correspond à un échantillon et la couleur à sa provenance : Gol (rouge), Saint Andre 
(jaune), Saint Paul (bleu), et Sainte Suzanne (vert). 
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Figure 22. Analyse de co-inertie décrivant la co-structure entre les assemblages phytoplanctoniques estimés par 
des ACP sur les données de microscopie et moléculaires (23S). P La longueur des flèches indique la différence de 
composition entre les données morphologiques (les points des flèches) et les données moléculaires (les pointes 
des flèches). Chaque point correspond à un échantillon et la couleur à sa provenance : Gol (rouge), Saint Andre 
(jaune), Saint Paul (bleu), et Sainte Suzanne (vert). 
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VI. Tests d’application d’une métrique de bio-indication : 

MCS de l’IPLAC 

Pour le test d’application d’une métrique de bioindication, nous avons choisi d’utiliser la MCS 
(Métrique de Composition Spécifique) de l’IPLAC (Laplace-Treyture & Feret 2016). Cette métrique est 
calculée sur la base de la formule de Zelinka et Marvan (1961), qui utilise le biovolume des espèces 
dans l’échantillon et leur profils écologiques spécifiques tels que définis dans l’IPLAC. 

Nous avons donc calculé la MCS pour les listes floristiques des lacs OLA obtenues en microscopie et 
l’approche moléculaire 16S et 23S. Pour ces calculs, les listes floristiques de chaque méthode ont été 
exprimées pour chaque échantillon en biomasse relatives d’espèces pour la microscopie, et en 
abondance relative de reads d’espèces pour les méthodes moléculaires, ce qui est une modification 
de la méthode définie pour la MCS basée sur les biovolumes absolus. Cette transposition de la 
métrique pourra expliquer des différences ultérieures. 

La comparaison entre les méthodes est présentée aux Figures 23 (microscopie et 16S) et 24 
(microscopie et 23S). 

 

Figure 23. Comparaison des valeurs de MCS obtenues avec la microscopie et l’approche moléculaire 16S. Aucune 
corrélation significative n’a été obtenue. 
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Figure 24. Comparaison des valeurs de MCS obtenues avec la microscopie et l’approche moléculaire 23S. Aucune 
corrélation significative n’a été obtenue. 

Les valeurs entre les méthodes microscopiques et moléculaires ne sont pas corrélées significativement 
et les méthodes moléculaires 16S et 23S donnent des valeurs éloignées de la microscopie. Plusieurs 
raisons peuvent être mises en avant pour expliquer ces différences. En premier lieu, la transformation 
des données en abondance relative de reads et en biovolume relatif par espèce impacte fortement le 
calcul et la pertinence de l’utilisation de la métrique. Ensuite, le nombre de taxons pris en compte pour 
le calcul de la MCS pour les méthodes moléculaires est faible. En effet, sur un total de 35 taxons 
assignés àl’espèce dans la liste des taxons à partir du marqueur moléculaire 23S, 14 (40%) présentent 
des valeurs pour le calcul de MCS. De plus, sur un total de 30 taxons assignés à l'espèce dans la liste 
des taxons du marqueur moléculaire 16S, seulement 13 (43%) présentent des valeurs pour le calcul de 
MCS. Ces faibles nombres sont à comparer à l’approche microscopique où sur un total de 104 espèces 
identifiées dans l'inventaire, 54 (52%) présentent des valeurs pour le calcul du MCS. Par conséquent, 
i) les taxons dominants dans les méthodes moléculaires et morphologique ne sont pas les même (cf. 
raisons données dans la section V.2.1) et ii) certains taxons ne sont pas identifiés ou seulement à des 
niveaux élevés (e.g., la famille) en méthode moléculaire car la base de référence ne présente pas de 
barcodes de taxons proches. Au final, les taxons les plus indicateurs, i.e., avec des cotes spécifiques 
élevées, ne sont pas retrouvés par les méthodes moléculaires (absence de barcodes correspondants). 
Les notes de MCS plafonnent alors à 13-14 avec ces méthodes alors qu’elles montent jusqu’à 18 avec 
les observations microscopiques. 

Pour toutes ces raisons, l’utilisation de métriques de bioindication existantes et développées pour 
l’approche microscopique comme la MCS de l’IPLAC ne semble pas être la meilleure stratégie à suivre 
en vue du développement de métriques de bioindication basées sur des données moléculaires tant 
que ces dernières seront d’un niveau de détermination trop faible et incomplet. 
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VIII. Annexes 

Annexe 1 : Protocole d’extraction d’ADN sur filtre ouvert 
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Annexe 2 : Protocole d’extraction d’ADN sur filtre sterivex 

 
 



Axe thématique 4 : Projet PhytoDOM – Février 2023 41 

 
 
  



Axe thématique 4 : Projet PhytoDOM – Février 2023 42 

Annexe 3 : Protocole d’extraction d’ADN Genelute 
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Annexe 4 : Protocole d’extraction d’ADN Chelex 
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Annexe 5 : Protocole de filtration sur filtre ouvert 
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Annexe 6 : Protocole d’échantillonnage du phytoplancton par filtration sur Sterivex 
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Annexe 7 : Protocole d’amplification par PCR en vue d’un séquençage par la 

plateforme PGTB 
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Annexe 8: Souches utilisées et concentrations d’ADN introduites pour constituer les 

communautés synthétiques. 

 

dans le cas de l’extraction Chelex, la quantité d’ADN mesurée était faible et les volumes constituaient alors un 
facteur limitant pour établir les différents mélanges ci-dessus. Certaines souches ont été inversées afin d’obtenir 
les plus fortes concentrations d’ADN des communautés « EX » : 
*(16S) B. braunii et X. montanum ne constituent pas les souches abondantes, mais à la place se sont P. rubescens 
et S. aquatilis. 
**(23S) B. braunii et X. montanum ne constituent pas les souches abondantes, mais à la place se sont A. clathrata 
et P. rubescens. 

Numéro TCC Nom d'espèce 16S 23S 

  «EQ» «EX» «GR» «EQ» «EX» «GR» 

TCC300 Anathece clathrata 20 0.1 50 20 0.1** 50 

TCC362 Asterionella formosa 20 0.1 30 20 0.1 40 

TCC57 Botryococcus braunii 20 50* 40 20 50** 1 

TCC56 Cosmarium regnellii 20 1 40 20 1 1 

TCC826 Cryptomonas sp. 20 0.1 1 20 0.1 1 

TCC79 
Dolichospermum 

flosaquae 
20 1 30 20 1 30 

TCC8 Haematococcus lacustris 20 1 1 20 1 30 

TCC814 Mougeotia sp. 20 0.1 10 20 0.1 10 

TCC139-1 Nitzschia palea 20 1 30 20 1 20 

TCC9 Pandorina morum 20 1 1 20 1 30 

TCC14 Planktothrix rubescens 20 1* 50 20 1** 50 

TCC691 Staurosira venter 20 0.1 20 20 0.1 40 

TCC80 Synechocystis aquatilis 20 1* 20 20 1 20 

TCC116 Tetradesmus obliquus 20 1 20 20 1 20 

TCC365 Ulnaria acus 20 0.1 10 20 0.1 10 

TCC345 Vischeria magna 20 0.1 40 20 0.1 40 

TCC165 Xanthonema montanum 20 50* 50 20 50** 50 

TCC815 Zygnema sp. 20 1 10 20 0.1 10 


