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Introduction

1.1 Environnement de travail

1.1.1 INRAE Jouy-en-Josas-Antony

J’ai intégré en mars 2025 I’Institut National de Recherche pour I’Agriculture, I’Alimentation et
I’Environnement (INRAE) sur le site de Jouy-en-Josas-Antony dans les Yvelines (78). Pour une
durée de 6 mois, j’ai rejoint I’unité de Mathématiques et Informatique Appliquées du Génome a
I’Environnement (MalAGE), au sein de 1’équipe StatInfOmics. Mon stage s’est déroulé sous la
direction de Soléne Pety avec un co-encadrement de Mahendra Mariadassou et Andrea Rau.

MalAGE est une unité de recherche pluridisciplinaire composée de 4 équipes de recherche ainsi
qu’une plateforme de bioinformatique : Dynenvie (modélisation dynamique et statistique pour les éco-
systemes, I’épidémiologie et I’agronomie), Bibliome (acquisition et formalisation de connaissances
a partir de textes), BioSys (biologie des systemes), StatInfOmics (bioinformatique et statistiques des
données omiques) et Migale (plateforme de bioinformatique). Elle dépend des départements Mathé-
matiques et Numériques (MathNum, le département pilote) et Microbiologie et Chaine Alimentaire
(MICA). Elle regroupe des mathématiciens, des statisticiens et des bioinformaticiens contribuant
au développement de méthodes mathématiques et informatiques de portée générique ou motivées
par des problemes biologiques précis. Au ler Janvier 2025, 1’unité est composée de 70 membres
répartis entre les 5 équipes et accueille chaque année des stagiaires du L3 au M2 et des doctorants.
Elle s’implique aussi dans la mise a disposition de base de données et de logiciels permettant aux
biologistes d’utiliser des outils dans de bonnes conditions ou d’exploiter automatiquement la littéra-
ture scientifique. L’inférence statistique et la modélisation dynamique sont des compétences fortes
de I'unité, auxquelles s’ajoutent la bioinformatique, I’automatique et I’algorithmique.

Au sein de I'unité MalAGE, I’équipe StatInfOmics, animée par Mahendra Mariadassou, aborde
des questions biologiques qui concernent principalement 1’annotation structurale et fonctionnelle
des génomes, les régulations géniques, la dynamique évolutive des génomes et la caractérisation
d’écosystemes microbiens en termes de diversité et de fonctions présentes ; une cible commune étant
la relation entre génotype et phénotype. Par ailleurs, une part de plus en plus importante de son
activité est liée a I’intégration de données omiques hétérogeénes pour en extraire de I’information
pertinente et également prédire des processus biologiques. L’équipe StatInfOmics fait partie des
Groupements de Recherche Biolnformatique Moléculaire : Modélisation et Méthodologie (BIMMM),
Approche Interdisciplinaire de I’'Evolution Moléculaire (AIEM) et Génomique Environnementale
(GE) et est représentée dans les sociétés savantes SFBI (Société Francaise de Bioinformatique) et
SFdS (Société Francaise de Statistique).

1.1.2 Méthode de travail et suivi des travaux

Au cours de mon stage, j’ai €té initié a 1’outil polyvalent Quarto (Allaire et al. (2025)), celui-ci a
permis de rendre mes travaux disponibles, sous forme de blog hébergé sur la forge institutionnelle
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INRAE, associé a un dépdt Git et en acces restreint aux membres du dépdt, tout en garantissant un
systeme de gestion de version. Pendant toute la durée de mon stage, j’ai été suivie lors de réunions
hebdomadaires réunissant mes 3 encadrants. En dehors de ces créneaux, les échanges ont été réalisés
via Mattermost, me permettant de demander conseil a tout moment et surmonter d’éventuelles
difficultés. L’ensemble des recherches bibliographiques liées a mes travaux ont été regroupées et
organisées via I’outil Zotero (Digital Scholarship (2025)). J’ai également pu bénéficier d’un acces
aux ressources bibliographiques de I’unité, notamment pour I’ouvrage R Packages Wickham et Bryan
(2023).

Tout au long du stage, j’ai pu assister aux séminaires d’unité mensuels, aux séminaires d’équipes
bimensuels et j’ai pu bénéficier d’un acces a distance a la conférence JOBIM (Journées Ouvertes
en Biologie, Informatique et Mathématiques), évenement annuel rassemblant les acteurs de la
bioinformatique. J’ai également eu I’occasion de présenter mes travaux a deux occasions : (i) la
journée des stagiaires de MalAGE et (ii) une présentation dans I’équipe GiBBS de GABI.

1.2 Le projet HOLOBIONTS

Le projet emblématique HOLOBIONTS, financé par le PEPR (Programmes et Equipements Priori-
taires de Recherche) Agroécologie et Numérique, considere 1’holobionte comme une nouvelle échelle
biologique pour explorer la diversité génétique et affiner les stratégies de sélection en agroécologie.

Les animaux d’élevage vivent dans des environnements changeants et complexes, et leur microbiote
représente un moyen prometteur de moduler les caractéristiques agroécologiques, en tandem avec
leur génétique. En effet, les animaux et leur microbiote forment un organisme complexe, appelé
holobionte, qui peut étre considéré comme 1’unité ultime sur laquelle 1’évolution et la sélection
operent (Theis et al. 2016). L’intégration des données du microbiote dans les modeles de prédiction
génomique offre la possibilité d’améliorer les prédictions des phénotypes et des valeurs génétiques.
Cependant, cela implique de relever le défi d’intégrer des données hétérogenes et parfois incompletes,
tout en tenant compte des interactions complexes entre la génétique de I’hote et le microbiote. En
effet, dans les premiers instants de 1’existence d’'un mammifere, le contact maternel pendant la mise
bas et I’allaitement joue un rdle crucial dans 1’établissement de la composition initiale du microbiote.
Par la suite, les genes de I’hote et les facteurs environnementaux influencent la colonisation, le
développement et la fonction du microbiote, ce qui contribue a la formation des phénotypes de 1’hote.
En raison de ces interactions complexes entre le génotype, le microbiote et I’environnement, il reste
des défis statistiques et informatiques a relever pour intégrer simultanément toutes les informations
disponibles au niveau de 1’hote et du microbiote, mais également pour simuler des données réalistes
pour I’évaluation comparative des modeles.

La these de Soléne Pety “Méthodes hologénomiques pour prendre en compte le microbiote de
I’hote dans les évaluations génétiques” s’inscrit dans le workpackage 2 du projet HOLOBIONTS.
Ainsi, le cadre de simulation de RITHMS (R Implementation of a Transgenerational Hologenomic
Model-based Simulator, Pety et al. (2025)) vise a modéliser des données transgénérationnelles
hologénomiques avec pour particularité de prendre en compte la transmission et la modulation du
microbiote, de s’appuyer sur des données réelles issues d’une population fondatrice, de définir une
architecture génétique et un programme de sélection via le package MoBPS (Pook et al. 2020), et
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enfin de permettre la simulation de scenarii variés et biologiquement réalistes.

1.3 Concepts et définitions mobilisés au cours du stage

La méthode implémentée dans RITHMS se réfere a plusieurs concepts biologiques, statistiques ou
bioinformatiques importants. Parmi eux, certains ont été mobilisés afin de caractériser les relations
entre génétique, microbiote et phénotype. Au niveau des données manipulées, les communautés
microbiennes sont décrites a 1’aide d’OTUs (Operational Taxonomic Units), ou plus largement
par des taxas (espece, genre, phylum par exemple). En parallele, la diversité génétique de 1’hote
est caractérisée par des SNPs (Single Nucleotid Polymorphism), variation d’une seule paire de
bases dans la séquence. A partir de ces SNPs, il est possible d’identifier des régions génomiques
associées a certains caracteres phénotypiques, appelées QTLs (Quantitative Trait Loci). Deux types
de recrutement du microbiote peuvent étre définis : (1) la transmission verticale, c’est-a-dire
de la mere a la descendance (par le biais de la gestation, de la mise bas, ou de 1’allaitement) et
(2) le recrutement horizontal, par le biais de I’environnement ambiant ou par contact avec les
congéneres.Concernant le phénotype, plusieurs quantités d’intéréts peuvent étre ainsi décrites : (1)
I’héritabilité directe désigne la fraction de la variance phénotypiques expliquée par le génotype
(effet génétiques directs sur le phénotype); (2) la microbiabilité désigne la fraction de la variance
phénotype expliquée par le microbiote ; (3) I’héritabilité totale qui comprends : (i) I’effet génétique
direct et (ii) I’effet génétique indirect expliqué par la fraction du microbiote ayant un effet sur le
phénotype et étant sous contrdle génétique.

1.4 Objectifs

Mon stage s’inscrit dans une démarche d’amélioration de RITHMS afin d’étendre son spectre
d’application et le rendre plus robuste face aux cas limites. Plusieurs objectifs ont été fixés, me
permettant de m’orienter a la fois sur des question scientifiques et sur des aspects techniques propres
au développement logiciel.

Le premier objectif est de vérifier la robustesse de la méthode via la mise en parallele des résultats
Porcins (jeu de données utilisé dans I’article Pety et al. (2025) présentant la méthode) et des résultats
Bovins. Ainsi, nous pouvons évaluer et vérifier la généricité de 1’approche sur des données de
compositions, structures et dimensions différentes.

Ensuite, le deuxieme objectif est de constituer une version améliorée et plus intuitive du package
dans une partie ingénierie logicielle. Le but est notamment d’implémenter de nouvelles fonctionnalités
et des aides a la calibration, d’optimiser le code et également d’enrichir la documentation.

Finalement, une étude de cas sera menée afin d’illustrer une utilisation concrete de ’outil dans
un contexte a la fois écologique et industriel. Elle permettra d’évaluer in silico I’impact d’une
augmentation de la température ambiante sur la composition des microbiotes. Cet effet sera exploré
via des simulations transgénérationnelles projetées sur une période de 30 ans, permettant d’analyser
les dynamiques a long terme.
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2.1 Données utilisées a des fins d’analyses et de développement
du package

2.1.1 Données Porcines

Les données Porcines consistent en 1845 taxa et 5000 SNPs caractérisés sur 750 animaux. Elles
sont disponibles via ’objet Deru du package RITHMS. Les animaux ayant fourni les données de
génotypes et de microbiotes sont issus du méme protocole expérimental. Les porcs de race pure Large
White proviennent des entreprises de sélection Nucléus (Le Rheu, France) et Axiom (Azay-sur-Indre,
France), tous ont été €levés a la station de phénotypage France Génétique Porc du Rheu (UE3P,
INRAE) en 2018.

Microbiote

Les données microbiote du jeu de données de référence pour le développement de RITHMS pro-
viennent du papier (Déru et al. 2022). Les individus suivant le régime conventionnel ont été retenu,
ce qui représente un total de 750 porcs. Les échantillons fécaux ont été utilisés pour le séquencage et
I’analyse de ’ADN ribosomal 16S. ADN microbien a été extrait a 1’aide du kit Quick-DNA Microbe
Miniprep (Zymo Research, Freiburg, Allemagne). Les régions V3-V4 du geéne 16S ont été ensuite
amplifiées. Le jeu de données final contient 1845 OTUs OTU avec une prévalence supérieure a 5%.

Génotypes

Les génotypes utilisés sont issus de 1’étude précédente, (Déru et al. 2020). Les porcs ont été génotypés
avec une puce 70 0000 SNPs GeneSeek GGP Porcine HD (Neogen) par le laboratoire d’analyse de
Genes Diffusion (Lille, France). Un sous-ensemble des 5000 premiers SNPs a été conservé pour la
production des figures de I’article (Pety et al. 2025) et des analyses présentées ici.

2.1.2 Données Bovines

Les données Bovines consistent en 4018 taxa et 32204 SNPs caractérisés sur 750 animaux. Elle sont
issues du papier (Pérez-Enciso et al. 2021), et sont décrites dans deux études distinctes.

Microbiote

Les données du microbiote ont été récoltées chez 750 vaches laitieres de race Holstein issues de
5 troupeaux commerciaux (Difford et al. 2018), plus précis€ément au niveau du rumen, le premier
estomac. Un fichier pour le microbiote bactérien et un second pour le microbiote archéen sont
disponibles, dans notre analyse nous nous concentrerons uniquement sur le microbiote bactérien.
L’extraction de ’ADN et I’amplification génique de ’ARNr 16S bactérien, ainsi que le séquencgage
ont été réalisés par GATC Biotech (Constance, Allemagne). Les amorces génétiques de ’ARNr 16S
utilisées concernent les régions variables V1-V3. Environ la moitié des échantillons ont été analysés
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avec la plateforme Illumina MiSeq et 1’autre moitié€ avec la plateforme HiSeq par GATC Biotech.
Aucune transformation préalable des données n’a été réalisée en amont de I'utilisation par RITHMS,
intégrant déja un processus de formatage des données du microbiote. Le jeu de données final est
constitué de 4018 OTUs.

Génotypes

Les génotypes sont tirés du papier (Wallace et al. 2019), ils concernent également des vaches
laitieres de race Holstein réparties en quatre équipes de recherche (Royaume-Uni, Italie, Suede
et Finlande). ADN génomique a été€ extrait et quantifié a partir d’échantillons sanguins pour le
génotypage des SNPs. L'ensemble des animaux ont été€ génotypés sur le Bovine GGP Hd (GeneSeek
Genomic Profilers). Lhybridation de ’ADN et I’acquisition des données des puces de génotypage
ont été réalisés par la société Neogen selon les protocoles du fabriquant (I1lumina). Les données de
génotypages sélectionnés sont composées de 32204 SNPs, apres filtre sur la base d’une fréquence de
I’allele mineur supérieure a 1% et dont la proportion de génotypes manquant ne dépasse pas 1%.
Les données manquantes ont été imputées par la moyenne.

Afin de rendre plus fluide la lecture de se rapport, nous dénommerons les données issues de (Déru et
al. 2022) sous le nom de données Porcines et celles issues de (Pérez-Enciso et al. 2021) sous le nom
de données Bovines.

2.2 Processus de simulation hologénomique transgénération-
nelle avec RITHMS

Génotypes

Le procédé de simulation des génotypes transgénérationnels de RITHMS s’appuie sur I’implémen-
tation performante du package MoBPS (Pook et al. 2020) qui permet de considérer des schémas
d’élevage et de sélection complexes sous différents scenarii d’héritabilité. Ainsi, les générations
successives non-chevauchantes et les pedigrees sont générés a partir de données réelles fournies
en entrée par I’utilisateur. Par défaut, le nombre de générations simulées est fixé a 5 et le nombre
d’individus a 500. Pour chaque génération, la proportion de femelles dans la population (0.5) est
appliqué aléatoirement sur les individus et indépendamment de la stratégie de simulation. Le pool
de reproducteurs pour la génération suivante est constitué de 30% des femelles et 30% des males de
la génération courante, choisis aléatoirement ou suivant un critere de sélection. Plusieurs criteres de
sélection sont disponibles dans RITHMS : (1) pas de sélection (par défaut, équivalent a un tirage

aléatoire des individus), (2) valeur génétique directe BV(t), (3) valeur génétique médiée par le
microbiote B Vn(f ), (4) valeur génétique totale BB Vt(t), (5) diversité alpha du microbiote basée sur

I’indice de Shannon et (6) mélange pondéré entre la diversité du microbiote et la valeur génétique
totale.

Microbiotes

Le microbiote d’un individu adulte est partiellement hérit€ du microbiote maternel par transmission
verticale et du microbiote environnemental par héritage horizontal. Ce dernier est ensuite modulé
par le génome de I’individu GG; via une matrice d’effet génétique 3 et de potentiels facteurs environ-
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nementaux X, via une matrice d’effets environnementaux 6. Ainsi, RITHMS propose de modéliser
les abondances du microbiote d’un individu 7 2 la génération t(t = 1, ...,n,,,,) selon le modele
suivant :

gen

CLR(M}") = CLROM, Y + (1 = M) + 0(X{)T + G + €

Avec :

— M Z-(t), abondances relatives des taxa chez un individu ¢ (n;, x 1)

— ), proportion du microbiote hérité par transmission verticale de sa meére avant toute modula-
tion.

— Mc(l’zi_)l), abondances relatives des taxa de la mere pour un individu ¢ (n;, X 1)

— Mc(f(i), abondances relatives des taxa du microbiote ambiant pour un individu 7 (1, X 1)
— 0, effets environnementaux sur les abondances des taxa (n;, x k)
— X Et), facteurs environnementaux pour un individu ¢ (1 X k)
— 3, effets de la génétique de 1’hote sur les abondances des taxa (n, X n )
) e e g
— G, génotype de I'individu 7 (n, x 1)
(t)

— ¢ ~ N(0,07,1, ), bruit blanc gaussien multivarié

La transformation CLR permet de supprimer I’effet de compositionnalité dans les données. En
effet, le fait de travailler avec des abondances relatives impose notamment d’avoir toujours une
somme constante. La transformation CLR est effectuée avec la fonction compositions: :clr ()
et correspond a 1’équation suivante : CLR(x) = log (ﬁ), avec g(x) qui représente la moyenne
géométrique des valeurs de x (Gloor et al. (2017)).

Le microbiote ambiant est modélisé en partant du postula que les individus d’'une méme génération
vivent dans des conditions similaires et sont exposés aux mémes sources de microorganismes. De
plus, on considere également que celui-ci évolue peu au cours des générations et est fortement i€ a
la composition moyenne du microbiote de la génération précédente notée M *~1) . Le microbiote

ambiant Mét(z) auquel est exposé I’individu ¢ et dans lequel il recrute son microbiote, est issu du

mélange pondéré (en proportions 1 — 7 et ) du microbiote moyen M *~1) et d’un microbiote

Dirichlet simulé Mﬁ(z) centré autour de ce méme microbiote moyen. Le microbiote ambiant modélisé
ainsi :

MY :’ﬂ'-M(tz —i—(1—7r)~]\7[(t_1)

a(i) r(2)

avec M,’Ez) le microbiote Dirichlet, M *~1) le microbiote moyen et 7 € [0, 1] agissant comme

facteur de pondération.

Le microbiote Dirichlet permet d’ajouter une variabilité inter-individus lors de la modélisation du
microbiote ambiant pour prendre en compte la stochasticité du recrutement horizontal. Formellement,
le microbiote Dirichlet est défini par :

M,() ~ Dir(a0 - M*Y).
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ou a0 représente le parametre de concentration, et est calibré de facon a représenter la dispersion de
la population de base. Par défaut ce parametre est fixé a 25, en adéquation avec le jeu de données
Deru disponible via lebien package. M®1 permet de centrer la variabilité apportée par le parametre
de concentration autour du microbiote moyen. La disparité autour de la moyenne varie inversement
avec a0.

La modélisation du microbiote ambiant est implémentée dans RTTHMS : : compute_mean_microbiote ()
et son détail est disponible en Annexe.

Intégration des données hologénomiques

Le procédé permettant 1’intégration des génotypes et du microbiote dans 1’obtention des phénotypes
repose sur le modele récursif proposé par Pérez-Enciso et al. (2021) :

y(t) —oTGa® + TR 1 E;ﬂ

Avec :

— « le coeflicient de régression correspondant aux effets des QTLs sur le phénotype (1 X n,)

— GW les valeurs génotypiques de tous les individus a la génération t(n, X 7, 4)

— w le coeflicient de regression correspodant aux effets des OTUs sur le phénotype (1 X n,)

— B® = CLR(M®), les abondances CLR-transformées des OTUs de tous les individus de
la génération ¢ (ny, X n,,,4)

— eg(f) ~ N(0, 1) bruit gaussien univarié de variance 1. Par ailleurs, la variance unitaire est
utilisée pour calibrer «v et w afin d’obtenir les hfl et b2 cibles.

Ce modele prend en charge la possibilité que certains OTUs causaux sur le phénotype, peuvent étre
sous modulation génétique partielle de I’hote. Ainsi le génome exerce un effet a la fois direct et
indirect (médié par le microbiote) sur le phénotype. Les valeurs initiales & et &0 des coefficients non
nuls de o et w sont échantillonnées comme dans la méthode Simubiome (Pérez-Enciso et al. (2021))
a partir de distributions I'(0.4, 5) et I'(1.4, 3.8) respectivement. Les coefficients de regression « et
w sont ensuite calibrés a partir de & et & (par un simple changement d’échelle) sur la population de
base afin d’atteindre les valeurs d’héritabilité directe hfl et de microbiabilité b? fixées par I’ utilisateur.
IIs restent ensuite fixes au fil des générations simulées.

La fonction principale du package, RITHMS: :holo_simu(), réalise I’entiereté du processus auto-
matiquement. Une vue d’ensemble du processus de simulation est disponible en Annexe. L'objet
retourné comprends a la fois les données simulées pour chaque génération, les métadonnées associées
ainsi que les parametres de simulation.

2.3 Outils et méthodes d’analyse

En amont et apres leur utilisation dans RITHMS, les données ont fait I’objet d’une analyse exploratoire
afin de mieux comprendre leurs spécificités.
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2.3.1 Analyse exploratoire des données génomiques

Une Analyse en Composante Principale (ACP) a été réalisée sur les données génomiques afin
d’identifier d’éventuelles structures de la population initiale. Les packages bigsnpr (v.1.12.21)
et bigstatsr (v.1.6.2) (Privé et al. (2018)) ont été utilisés afin de gérer certaines particularités
des données génomiques, notamment la présence d’éventuelles régions en déséquilibre de liaison.
Les régions en déséquilibre de liaison désignent des régions spécifiques du génome ou certains
blocs de SNPs sont corrélés entre eux, et ce méme a des distances éloignées. Ces régions sont
importantes a prendre en compte lors des ACPs, car elles pourraient représenter des composantes
principales dominantes. Pour corriger ce biais, j’ai utilisé la fonction bigsnpr: : snp_autoSVD()
qui applique une décomposition en valeurs singulieres (SVD) tout en tenant compte des régions
LD a longue distance. Pour ce faire, un objet de classe bigSNP a été généré a I’aide de la fonction
bigsnpr: :snp_fake().

Le code détaillé ainsi que la représentation graphique associée sont disponible en Annexe.

2.3.2 Analyse exploratoire des données microbiotes

Structure des données

Une ACP a été réalisée sur les abondances relatives transformées avec la transformation CLR.
Celle-ci a nécessité les packages FactoMineR (v.2.12) (L€ et al. (2008)) et factoextra (v.1.0.7)
(Kassambara et Mundt (2016)).

Des analyses MDS (Multidimensional scaling) ont également été réalisées pour comparer les commu-
nautés microbiennes observées initialement et celles simulées avec RITHMS. Cette méthode repose
sur le calcul d’une matrice de distances entre les échantillons, ce qui permet de mesurer les dissimila-
rités biologiques. Ici, la distance de Bray-Curtis a été utilisée sur les données d’adondances relatives.
Les fonction vegan: :vegdist () (v.2.7-1) (Oksanen et al. (2025)) et phyloseq: :ordinate()
(v.1.52.0) (McMurdie et Holmes (2013)) ont été utilisées respectivement pour calculer la matrice de
distance et pour réaliser I’ordination multidimensionnelle. Le code est disponible en Annexe.

Mesures de diversités o

La diversité o est une mesure de la diversité locale des especes au sein d’une population ou d’un
milieu. Elle permet d’évaluer combiens d’especes différentes sont présentes, ainsi que la répartition
de leurs abondances. Pour I’estimer au sein des microbiotes, plusieurs métriques ont été calculées :

— L’Indice de Shannon

L’indice de diversité de Shannon représente la probabilité de rencontrer une espece au sein
d’un échantillon, il s’agit 1a du calcul d’une entropie. Cette métrique prends en compte
I’abondance proportionnelle des especes et la richesse spécifique (nombre total d’especes
présentes). Le package phyloseq utilise le logarithme népérien comme base logarithmique.
Soit la formule de I’entropie de Shannon suivante :

S

H = — Zpi Inp;
i=1
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Ou S représente le nombre de taxa différents, p; la proportion relative de 1’espéce ¢ et In le
logarithme naturel (base €, base = exp(1)). Lentropie de Shannon est interprétée comme
telle : si I’échantillon est homogene, c’est-a-dire qu’il ne comporte qu’une seule espece, alors
H’ = 0, si au contraire les S taxa sont présents en abondances égales alors H’ est maximum
et vaut H' = In(5).

— L’Indice de Simpson (inverse)

Cet indice mesure la probabilité que deux individus tirés au hasard dans un échantillon
appartiennent a la méme espece. Si I’on considere un tirage avec remise, alors 1’indice de
Simpson est défini ainsi :

i=1
Ou S représente le nombre de taxa différents et p; la proportion relative de ’espece i.

Plus D est faible, plus la diversité est grande et moins la communauté est dominée par
quelques especes. Plus I’indice est proche de 1, plus la population est hétérogene. L’indice de
Simpson diminue avec la diversité, a I’inverse de I’indice de Shannon ; c’est pourquoi son
inverse est souvent privilégié. Afin de faciliter I’interprétation ultérieure des analyses, nous
utiliserons D~ 1.

— La Richesse Observée

La richesse observée représente le nombre total de taxa détectés dans un échantillon, et ce
indépendamment de leurs abondances. Ainsi son interprétation reste intuitive, plus la richesse
est élevée, plus I’échantillon contient des taxa différents.

Ces métriques ont été calculées soit manuellement soit via phyloseq: :estimate_richness().
RITHMS propose également un moyen de les calculer directement en sortie de RITHMS : :holo_simu()
via la fonction RITHMS: :richness_from_abundances_gen(). Celle-ci réalise les estimations
de richesse a partir des données d’abondances. Cela nécessite une transformation des données
d’abondances en table de comptage, format utilisé par phyloseq: :phyloseq(). Un exemple
d’utilisation est fourni en Annexe.

2.3.3 Analyses exploratoires pour la calibration de parametres

Pour permettre la simulation de nouvelles données hologénomiques avec RITHMS, certains para-
metres ont dii étre calibrés en fonction des données Bovines.

Effets génétiques :

Dans le modele, on suppose que certains OTUs sont soumis a une modulation génétique de 1’hote
(voir section Processus de simulation[...]). o représente le paramétre de variance de ces effets
génétiques. La fonction RITHMS: :gen_effect_calibration() permet d’évaluer I'impact de o4
sur I’héritabilité des OTUs. Généralement, la majorité des OTUs possedent une héritabilité de
I’ordre de 0.1, avec un maximum de 0.5 (Zang et al. (2022)). Pour les données Bovines, la valeur du
parametre effect.size a été ainsi fixé a 0.6. Les résultats de I’analyse sont disponibles en Annexe.

9
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Profondeurs de séquencage :

Afin de pouvoir estimer la diversité du microbiote, les données issues de RITHMS: :holo_simu()
doivent €tre transformées en comptages bruts via un tirage multinomial, pour mimer le processus
d’échantillonnage et éviter de saturer la richesse observée. Pour cela, la profondeur de séquencgage
des données initiales est calculée et la médiane relevée comme un estimateur robuste du tirage
multinomial. Le parametre size_rmultinom a été fixé a 150000 pour les données Bovines. Le
code et les métriques statistiques de la distribution des profondeurs de séquencage est disponible en
Annexe.

L’ensemble des analyses a été effectué dans RStudio sur une base R version 4.5.1, et ce dans un
environnement Linux Ubuntu 24.04.2 LTS. Le détail de I’environnement R utilisé est disponible en
Annexe.

2.4 Outils de développement du package R

Le développement du package R a été réalisé griace a I’outil fusen (v.0.7.1) ((Rochette et al. 2025)),
complété par devtools (v.2.4.5) (Wickham et al. 2022) et usethis (v.3.1.0) (Wickham et al. 2025a)
pour automatiser certaines taches. L’enrichissement de la documentation a nécessité 1’utilisation de
roxygen2 (v.7.3.2) Wickham et al. (2024) et de pkgdown (v.2.1.3) ((Wickham et al. 2025b)) pour le
déploiement d’une interface web exclusivement dédiée a la documentation du package. Le package
et les fonctionnalités qui I’entourent ont été développés en respectant au mieux les prescriptions
officielles du Comprehensive R Archive Network (CRAN) (R Core Team 2025) ainsi que les bonnes
pratiques énnoncées dans R Packages de Hadley Wickham (Wickham et Bryan 2023).

La documentation en ligne est automatiquement déployée avec pkgdown par le systeme d’intégra-
tion/déploiement continue de GitHub. Les vignettes disponibles sont construites a partir de fichiers
.Rmd et entierement reproductibles.

Le dépot public du package RITHMS (disponible via ce lien) est en miroir d’un dépdt institu-
tionnel GitLab, la forge INRAE, sur laquelle I’ensemble de la partie développement est effectuée.
Mon travail a été réparti sur plusieurs branches afin de faciliter la gestions des modifications : la
branche fix/warnings (pour résoudre les problémes rencontrés lors de 1’éxécution des workflows
d’intégration et déploiements continus), la branche improve-package-doc (pour intervenir sur la
documentation du package) et la branche dev (dédiée exclusivement a I’implémentation de nouvelles
fonctions ou a la refactorisation du code).

2.5 Mise en place d’un cas d’étude

Dans un contexte de déréglement climatique, la température ambiante moyenne est une variable
d’intérét a prendre en compte dans les futurs rendements agroéconomiques (Verma et al. (2024)).
Son impact direct ou combiné a I’humidité (sous la forme d’un indice température humidité (THI)
(Committee on Physiological Effects of Environmental Factors on Animals (1971))) a été mis
évidence a plusieurs reprises concernant la qualité du lait (Kim et al. (2022), Ceciliani et al. (2024),

10
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Landi et al. (2024), Tao et al. (2020)), I'immunité (Koch et al. (2023)) et les émissions de méthane
(Souza et al. (2023)).

Notre objectif est d’utiliser RITHMS et les données Bovines pour étudier I’impact de I’augmentation
de la température sur la composition du microbiote. Nous utilisons pour cela les prévisions de
température a 30 ans du GIEC (Calvin et al. (2023)).

2.5.1 Données utilisées pour modéliser I’effet de température au cours des 30
prochaines années

Pour calibrer nos effets environnementaux, applicables sur chaque génération simulée par le package
RITHMS, nous nous sommes appuyés sur les résultats obtenus par Correia Sales et al. (2021). Les
auteurs présentent les mesures d’abondances relatives de 10 phyla pour plusieurs températures : -
des conditions thermoneutres : température ambiante de 24°C, un taux d’humidité relative (RH) de
69.2% et THI de 73.4 - des conditions de stress thermique : température ambiante de 34°C, 69.1%
de RH et THI de 84.6.

Le THI est calculé tel que décrit dans le papier (Mader et al. 2006) soit : THI = [0.8 X T} ... +
(155 % (Tympiane — 14.4)] + 46.4. Pour notre analyse, nous avons utilisé les individus du groupe
ayant suivi un régime dit pauvre en énergie (37% carbohydrate (glucides) non-fibreux, 12 Mcal

d’énergie métabolisable par kg de matiere seche) et une prise alimentaire ad libitum.

Les estimations des températures sur les trentes prochaines années ont été extraites des projections
publiées par le GIEC (Calvin et al. (2023)), selon le scénario SSP5-8.5 (le plus pessimiste) au niveau
mondial. Celui-ci prévoit une augmentation de +2.574°C en moyenne d’ici 2055 et +3.168°C pour
le quantile a 95%, par rapport a la période 1850-1900 .

Afin de mesurer I’écart en termes d’abondances entre les conditions de stress thermique et thermo-
neutre, nous procédons comme suit, en travaillant en échelle logarithmique.

& log(}_I—S) — log(jj—N
HS, TN,

)

Avec HS g et TNQ, les moyennes géométriques des abondances relatives relevées dans les conditions
de stress thermique et thermoneutre respectivement.

Introduction d’une variabilité inter-individus de ’effet température sur les phyla :

Pour introduire une variabilité inter-individus de maniere contrdlée, nous avons supposé des variations
. phylum, P g T
typiques de +-5% autour de la valeur moyenne A’ ¢ - »; décrite dans la littérature. La distribution

phylum, ~ PN .1 . .
des A} ¢ 45 apu étre modélisée a partir d’une loi normale telle que :

phylumi phyluml. phylumi
Aps—rny~N (AHS—TN7 9HS-TN

11
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phylum, . phylum,
Avec oo 4y = Ay g _7n X 0.05.
Aucune variabilité intra-phylum n’est injectée, tous les OTUs appartenant a un méme phylum auront
le méme A chez un individu donné. A ce stade, une matrice de dimensions taxa X individus est
construite. Elle représente une premiére version de la matrice X utlisée dans la méthode RITHMS
(voir section Processus de simulation avec RITHMS), que nous notons ¢.X.

Le calcul des A étant basé sur les résultats obtenus dans les conditions expérimentales du papier
(Correia Sales et al. 2021), c’est a dire un écart de 10°C, nous avons supposé€ une linéarité de la réponse
a la température et réajusté I’effet afin qu’il soit proportionnel a I’augmentation de température
annuelle que I’on souhaite modéliser. La matrice finale 8. X est donc obtenue par la relation : 0.X =
k¢ X, otk = AT°C /10 est le coeflicient de mise a I’échelle pour une augmentation de température
de AT°C.

Nous avons mis en place deux stratégies pour calibrer la valeur de < au cours du temps. Ces deux
stratégies répondent a des problématiques biologiques différentes.

2.5.2 Calibration des effets de la température sur le microbiote selon une
stratégie discrete, Méthode A

Dans cette modélisation nous supposons que les effets de la températures évoluent de maniere discrete
au cours de 25 années successives. Nous souhaitons mettre en place des effets relativement forts et
spécifiques a chaque phylum tout en prenant en compte des changements de dynamiques au cours du
temps. Cette stratégie vient de 1’idée que la température va favoriser des phyla différents en fonction
des paliers, les microorganismes ayant des conditions de croissance différentes.

On nomme 0X,, ., . 5, I'effet appliqué aux abondances transformées CLR de chaque générations
entre I’année n et n + 5. Un theta est fixé pour une période de 5 ans. Afin d’avoir un effet de la
température tres marqué, nous choisissons d’utiliser la mesure du quantile a 95% (+3.168°C) relevé
pour 2055. Le choix de cette valeur est purement arbitraire étant donné que cette méthode n’a pas
pour objectif de simuler une réalité environnementale. Nous retrouvons ci-dessous I’effet cumulatif
appliqué au total sur les 5 générations des 5 périodes :

3.168
ST

5.

7

5
A+1OCC =~ 5 ‘ O-3168A+1000
=1

Afin de répartir cet effet cumulé sur les cinq périodes, une pondération croissante est mise en place
pour déduire le coefficient propre a chaque période.

2 x 0.3168

K; =1XT,0ur = nln + 1)

Ainsi, les coefficients d’échelle pour chaque période sont les suivants : [k, Ky, K3, g, 5] A
[0.0211,0.0422,0.0633,0.0844,0.1056]. Et les matrices #X d’effet environnementaux
[9X17 0X27 0X37 9X47 GXS] = [Rl, Ko, K3y Ky, ’%5] ’ ¢X
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Pour simuler notre dynamique et éviter qu’un méme groupe soit favorisé pendant toute la simulation,
nous faisons varier aléatoirement I’ attribution des effets tous les 5 ans. Ceci permet de simuler des
plages de températures préférentielles dynamiques pour les phyla (Cristobal et al. (2013)). Ainsi,
tous les 5 ans, la matrice ¢.X est construite de fagon a réattribuer aléatoirement les A ;g7 aux
différents phyla.

Cette méthode sera dénommée méthode A dans la suite des analyses.

2.5.3 Calibration des effets de la température sur le microbiote selon une
stratégie continue linéaire, Méthode B

Lobjectif de cette 2¢me méthode est de calibrer les effets de la températures sur les 30 prochaines
années, de la facon la plus réaliste possible.

Dans cette modélisation nous supposons I’augmentation de la température comme étant linéaire au
cours du temps (approximant une tendance exponentielle). L effet de la température sur le microbiote
de chaque génération évoluera de maniere continue au cours du temps. Pour une simulation sur 30
années consécutives, soit 30 générations successives non-chevauchantes, nous modélisons 1’effet de
la température par 30 matrices 0 X différentes.

Afin de s’appuyer au mieux sur une situation réaliste, nous utilisons cette fois-ci la moyenne du gain
de température pour chaque année. L’écart de température AT est calculé entre chaque années n
et n + 1, Ieffet associé (k 1) est considéré comme une fraction de I’effet A ;5o du papier
Correia Sales et al. (2021).

n—n-+

AT,

o n—n+1
KJTL%TL—Fl - 10 X A+1OOC

Ici, nous ne simulons pas de plages de températures préférentielles dynamiques selon les phyla.
La dynamique de croissance des phyla relevés dans le papier (Correia Sales et al. 2021) entre les
conditions thermiques neutres et le stress thermique est conservée pour générer une tendance globale
inchangée sur la période de simulation.

Cette méthode sera dénomée méthode B dans la suite des analyses.

2.5.4 Implémentation dans RITHMS

La méthode RITHMS integre déja un moyen d’introduire un effet environnemental sur les microbiotes
générés au fil des générations. Cependant, celle-ci nécessite de fournir 1’effet a appliquer sous forme
d’une matrice 0 X unique (de dimensions taxa X individus), et de préciser ensuite les générations
sur laquelle I’effet doit étre appliqué. Dans notre cas d’étude, les matrices 8.X sont amenées a évoluer
entre chaque génération. Une adaptation de la méthode a donc été mise en place.

Parmis les 10 phyla les plus abondants dans les données Bovines, 8 sont présents dans les analyses
réalisées dans (Correia Sales et al. 2021). Leurs abondances moyennes pour les conditions 7' N et H.S
sont relevées, et les A correspondant sont calculés selon les méthodes citées précédemment. Les 5
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(méthode A) ou 30 (méthode B) matrices 6.X sont ensuites créées, seuls les OTUs ayant été identifiés
au niveau phylum du jeu de données Bovin sont conservés, ce qui représente 3880 OTUs. L’ensemble
des matrices sont regroupées dans une liste nommée, theta_list. Chaque élément de la liste est
identifié par theta [numéro], la matrice associée est accessible via theta_list$thetal$theta et
les différents A choisis pour chaque phylum sont disponible via theta_list$thetal$parameters.
Cette derniere information n’a pas d’intérét particulier dans le processus de simulation avec RITHMS,
mais permet d’avoir accés aux parameétres de construction de chaque matrice #.X, notamment avec
la méthode A qui inclue une dynamique. Un vecteur nommé est également construit afin d’associer
chaque génération a une matrice X, theta_gen_asso.

La fonction principale du package RITHMS a été adaptée pour prendre en entrée ces deux nouveaux
objets. RITHMS: :holo_simu() peut donc, en fonction du nouveau microbiote a simuler, appliquer
le bon effet environnemental associé a la génération en question. Cette fonctionnalité sera ajoutée a
la version publique de RITHMS prochainement.

Analyses des compositions microbiennes

Les compositions des microbiotes de chaque génération ont été analysées en utilisant les abondances
relatives et les abondances CLR-transformées. Pour les abondances relatives, les OTUs ont été
aggrégés au niveau Phylum, puis leurs abondances moyennées sur I’ensemble de la population. De
méme, la transformation CLR a été réalisée sur les données déja aggrégées au niveau Phylum.
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Résultats

3.1 Développement du package R

Cette partie présente le travail de développement réalisé autour du package RITHMS. Excepté le
code brut des fonctions fourni au départ et la toute premiere compilation, j’ai réalisé 1’ensemble des
améliorations fonctionnelles, des optimisations et de I’enrichissement de la documentation.

3.1.1 Compilation du package

La structure minimale de tout package R comprend : un répertoire R/, un fichier DESCRIPTION (ren-
seigne les informations concernant les auteurs, les fonctionnalités du package, sa licence d’utilisation,
ainsi que les dépendenses requises ou conseillées) et un fichier NAMESPACE (permet de différencier
les fonctions importées de packages externes ou exportées par celui en développement). D’ autres
sous dossiers peuvent €tre ajoutés pour contenir les tests, la documentation et les vignettes.

fusen::inflate(flat_first = "dev/flat_first.Rmd",
vignette_name = NULL,

document = TRUE)

Q.
o

v

3] config_fusen.yaml l

L
7

P
Q.
[0}
<

</> dev_history.Rmd
=0 .
= ) (/> DESCRIPTION
</>) flat_first.Rmd
=1
**“{r function x} (/) NAMESPACE
#' Function_x title
#' @importFrom library R
#' @param parameter —_—
3p . =0 .
r/‘ @return return value (/) functlon x.R
#' @export -
' {r function_y} #' @export
#' Function_y title #' @rdname function_x
# o
#' @importFrom library —
#' @param parameter <_/> function_y.R

s

' @return return value
. #' ...
#' @noRd
# ...

Ficure 1 : Illustration du processus de compilation du package via fusen: :inflate().

Loutil fusen permet a partir d’un fichier .Rmd de générer I’ensemble de 1’arborescence des fichiers
et dossiers nécessaires a la création du package. Les fonctions, les tests et les exemples associés
sont regroupés dans le méme fichier appelé ici flat_first.Rmd. Chaque bloc a I’intérieur du
flat_first.Rmd estidentifié distinctement par un en-téte. La compilation via fusen permet ensuite
de répartir les différentes parties dans les bons fichiers et répertoires du package (Figure 1). Chaque
fonction est définie dans son propre bloc. Des balises roxygen2 sont placées en amont du code.
Elles sont essentielles pour décrire le comportement et les arguments de la fonction et générer
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la documentation automatiquement. Le premier objectif des balises est de compléter le fichier
NAMESPACE.

— Qexport indique que la fonction doit étre exportée et ajoutée au fichier NAMESPACE afin que
I’utilisateur final y ait acces.

— @importFrom déclare les fonctions issues de package externes nécessaires a la fonction. Elles
sont également ajoutées au fichier NAMESPACE et permettent de générer les dépendences du
package.

Un fichier dev_history.Rmd permet de regrouper les métadonnées nécessaires a la compilation du
fichier DESCRIPTION.

Enfin, lors de la compilation du package, fusen exécute également R CMD CHECK. Cette fonction-
nalité fait partie du processus de validation des packages R. Globalement, la présence des fichiers
obligatoires est vérifiée, le code est analysé, et les tests unitaires sont exécutés. Des avertissements
peuvent signaler des fonctions non documentées ou des dépendances non déclarées par exemple. A
noter que ces vérifications peuvent étre effectuées a tout moment avec devtools: :check().

3.1.2 Enrichissement de la documentation

3.1.2.1 Documentation du code

Lors de I’écriture des fonctions dans le fichier f1lat_first.Rmd, on retrouve également des balises
orientées documentation. Chaque fonction exportée possede un fichier de documentation .Rd situé
dans le répertoire man/. Ces fichiers . Rd consituent la documentation officielle du package, accessible
via lacommande help ([nom_fonction]).Lors de la compilation, les balises permettent de moduler
le contenu des .Rd associés. Un exemple complet d’implémentation est présenté en Annexes.

— Oparam identifie chaque argument de la fonction, en précisant son type, sa structure et ses
dimensions.

— @inheritParams est utilisé pour récupérer les informations de parametres en commun déja
documentés dans une fonction source. Ceci permet d’éviter la répétition d’informations.

— QOreturn et @value spécificient ce que retourne la fonction, son type, sa structure et ses
dimensions.

— @seealso est utilisé pour ajouter un lien vers les fonctions similaires du package.

— @rdname permet de préciser le nom du fichier .Rd associé a la documentation de la fonction.

Les exemples peuvent étres implémentés soit dans un bloc a part nommé examples [nom_fonction]
ou bien identifié dans le bloc [nom_fonction] par la balise @examples. Les exemples constituent
des cas d’usage minimaux de la fonction et peuvent étre executés directement dans I’aide en ligne de
R via la section Run examples.

fusen ne permettant pas pour le moment d’ajouter une documentation pour une fonction non
exportée, i.e non visible par I'utilisateur, une adaptation a ét€ nécessaire. J’ai pu implémen-
ter une nouvelle fonction de maniére a intervenir directement dans les fichiers .R créés par
la commande fusen::inflate(). Ainsi, les balises @noRd sont supprimées, et un appel a

roxygen2: :roxygenize () permet de créer automatiquement les .Rd manquants.
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fusen::inflate(flat_first = "dev/flat_first.Rmd"

vignette_name = NULL,
document = TRUE)

=h
(_/) DESCRIPTION

NAMESPACE man

s </>] function_x.Rd

= function_x.R =D .
</>] ‘tunction x </>| function_y.Rd

Z_/ function_y.R r )
&

#' @noRd
T

Figure 2 : Illustration du processus de compilation du package via roxygen2: : roxygenize (). Un apercu de la fonction
supp_noRd () est disponible en Annexes

3.1.2.2 Documentation pour I’utilisateur des fonctions

La librairie pkgdown permet de mettre en place un site web dédié au package (accessible via ce
lien). Les instructions d’installation ont été ajoutées en premiere page, ainsi qu’une prise en main
rapide de I’outil. Le contenu de la page d’accueil est défini dans le README . Rmd. LLa commande
devtools: :build_readme () a été utilisée pour compiler le fichier .Rd associé, de fagon a ne pas
recompiler I’entiereté du package si aucune modification n’a été faite par ailleurs.

La structure du site web est décrite dans le fichier _pkgdown.yml avec les différentes pages, les liens
vers les ressources externes comme le lien vers le dépot Github du package. C’est dans ce fichier que
I’ensemble des fonctions et objets associés au package sont listés, définissant la partie “reference”
du site. On retrouve différentes catégories dans cet onglet :

— “Formatting data functions”, les fonctions utiles pour préparer et formater les données d’entrée.

— “Taxa assignation function”, I’assignation de I’ensemble des taxa a un cluster.

— “Calibration of genetic effect”, la fonction diagnostique pour la calibration de I’effet génétique
sur le microbiote en fonction des données d’entrées.

— “holo_simu()” la fonction principale de I’outil

— “Useful functions relative to holo_simu()”

— “Get functions” fonctions utiles pour manipuler les sorties de holo_simu()

— “Estimate diversity metrics” pour réaliser les calculs de diversités sur les données microbiote

— “Other little useful functions across the holo_simu() process”

— “Dataset” pour introduire le jeu de données Porcines (Deru) inclu

Un apercgu du site web peut étre généré, grace a la commande pkgdown: :build_site(), avant
d’envoyer les modifications sur le dépot distant. Ce qui permet de vérifier le bon fonctionnement des
onglets et la complétude de la documentation et des exemples.
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3.1.2.3 Vignettes d’aide a la prise en main

A partir de la barre de navigation du site, il est également possible d’accéder a plusieurs articles
appelés “vignettes”. Les vignettes permettent de dédier une page a un sujet ou une fonctionnalité
précise. Elles sont compilées en précisant le nom de I’article associé au fichier . Rmd dans la commande
fusen::inflate(). L’ensemble des vignettes peuvent étre également compilées en une seule fois
via devtools.

fusen::inflate(flat_file = "dev/calibrate_params.Rmd",
vignette_name = "Calibrate simulation parameters", document = TRUE)

devtools: :build_vignettes()

Trois vignettes sont actuellement disponibles sur la documentation en ligne :

— “Generate figures” permet a I’ utilisateur de générer I’ensemble des figures de I’article (Pety et
al. (2025)) a partir du jeu de donnée Deru. Celle-ci était déja existante, mais je suis intervenu
au sein des blocs pour harmoniser les themes des graphiques.

— “Data importation” a été pensée pour permettre un peu plus de souplesse dans les données
d’entrée acceptées par ’outil et permettre a un utilisateur de comprendre le format attendu.

— “Calibrate simulation parameters” a ét€ mise en place pour orienter les utilisateurs dans le
choix de certains parametres, suite aux problemes rencontrées lors du passage a une autre
espece (voir section Analyses|...]calibration de parametres).

Contenu de la vignette “Data importation”

Pour permettre aux utilisateurs d’utiliser de nouvelles données dans RITHMS, la vignette “Data
importation” détaille les différents formats acceptés. Elle présente les formats standards déja reconnus
par le package (PED/MAP et VCF) et propose une solution pour transformer des jeux de données
externes dans un format exploitable. Pour plus de détails se référer a la section (Souplesse pour les
données d’entrée).

Contenu de la vignette “Calibrate simulation parameters”

La vignette “Calibrate simulation parameters” présente les étapes diagnostiques a réaliser en amont
des simulations avec de nouvelles données. Elle se concentre sur deux parametres principaux
(effect.size et size_rmultinom), qui peuvent changer beaucoup d’un jeu de données a I’autre.

Le premier parametre, la taille de I’effet génétique, permet de distribuer 1’effet des QTLs a travers le
microbiote. La valeur par défaut est optimisée pour €tre en adéquation avec les données Porcines.
La fonction gen_effect_calibration() permet aux utilisateurs d’évaluer comment différentes
valeurs d’effet génétique peuvent influencer 1’héritabilité des taxas (voir section Analyses|...]cali-
bration de parametres). En plus des graphiques initialement inclus dans cette fonction diagnostique,
une version interactive des distributions a été ajoutée. L' utilisation de la librairie plotly 4.11.0,
permet facilement d’adapter la visualisation aux données et d’explorer les distributions en particulier
dans les cas ou des densités trop élevées écrasent les autres courbes (se référer a I’Annexe).

Le second parametre correspond au choix de la taille d’échantillonnage size de la fonction
stats: :rmultinom(), utilisé lors des calculs d’indices de diversité. Comme expliqué précédem-
ment, la méthode RITHMS inclue la possibilité de sélectioner selon plusieurs criteres dont la
diversité du microbiote. Dans la fonction richness_from_abundances_gen(), les données de
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comptage peuvent étre obtenues par un tirage multinomial ~ M (N, p) ol p correspond au vecteur
d’abondances relatives et /N représente la taille de 1’échantillon. Ce dernier nécessite d’étre adapté
au jeu de donnée utilisé et peut €tre estimé a partir des profondeurs de séquencgage observées. Afin
d’obtenir une estimation robuste, la vignette propose le code permettant le calcul des profondeurs
de séquencage, le moyen de représenter la distribution de celles-ci et enfin quelques mesures
statistiques.

Finalement, la maniere dont I’utilisateur doit renseigner les parametres pour la simulation est rappelée
en fin de vignette.

3.1.3 Ajout de fonctionnalités et refactorisation du code

3.1.3.1 Compatibilité avec les formats de données classiques

Ajout de la fonction transform_geno_into_vcf ()

L’ utilisation d’un nouveau jeu de données avec le package RITHMS a motivé d’autres interventions
sur le code en lui méme. En effet, outre I’augmentation des dimensions, il existe une grande diversité
de formats pour représenter des informations similaires. Notamment en ce qui concerne les données
de génotypes qui peuvent étre représentées de multiples facons : codage haplotypique 0/1/2 (nombre
de copies de I'allele de référence), génotypes disjoints par chromosomes ou codage additif par
exemple. Dans RITHMS, les données génotypes sont traitées puis modélisées par MoBPS. Seul
les formats ped/map et vcf sont pris en charge par la fonction MoBPS: :creating.diploid().
L’ajout de RITHMS: : transform_geno_into_vcf () a permis de reconstruire les données sous un
format vcf en générant des métadonnées factices. Chaque valeur 0, 1 ou 2 est convertie dans le
format haplotypique VCF au niveau du champ “GT” : 0/0 homozygote pour 1’allele de référence, 0/1
hétérozygote et 1/1 homozygote pour I’allele alternatif. Les champs tels que “CHROM”, “POS”,
“ID” sont ajoutés afin de rendre le fichier conforme au standard VCF. L’ utilisateur peut spécifier
s’il souhaite récupérer le résultat sous forme de data.frame ou d’un fichier .vcf. Un apercu de la
fonction est disponible en Annexes.

Adaptation des fonctions read_input_data() et generate_founder ()

Suite a ce développement, les fonctions RITHMS : :read_input_data() etRITHMS: :generate_founder ()
ont été modifiées afin de pouvoir prendre en entrée des génotypes au format ped/map ou vcf. Un
argument file_type permet de préciser la nature du fichier. L’argument path_to_genotype
prends en compte le nom du fichier. Dans RITHMS: : generate_founder (), 'argument file_type
permet de réaliser des vérifications différentes entre les deux types de format et de faire appel a

MoBPS: :creating.diploid() de la bonne facon.

# PED/MAP Genotypes
population <- MoBPS::creating.diploid(dataset = haplo, map = map, verbose=TRUE)

# VCF Genotypes
population <- MoBPS::creating.diploid(vcf = path_to_vcf, verbose=TRUE)
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3.1.3.2 Nouvelle structure de founder_object et mise a jour des données intégrées au pa-
ckage

Nouvelle structure de founder_object ()

Initialement, founder_object était constitué d’une matrice microbiote et d’un attribut “population”.
L’objet population, résultat de MoBPS: :creating.diploid(), pouvait étre accessible via la
fonction base: :attr (). Cette structure étant difficile a maintenir dans 1’ensemble du programme,
notamment parce que plusieurs opérations supprime les attributs, des modifications ont été apportées.
founder_object a été redéfini comme une liste nommée, 1’acces aux deux objets est direct :
founder_object$microbiote renvoie la matrice microbiote et founder_object$population
renvoie I’objet construit par MoBPS.

Adaptation du jeu de données intégré et acces simplifié aux données

En parallele, le jeu de données Deru fourni avec le package a été adapté a ce nouveau format. L'objet
founder_object a été sauvegardé avec la commande usethis: :use_data(founder_object,
overwrite = TRUE, compress = "xz") afin de réduire I’espace mémoire occupé, étant donné la
taille importante de I’objet. De méme, I’option LazyData: true aété ajouté au fichier DESCRIPTION,
permettant un chargement plus rapide des données. Ainsi, ’objet founder_object est directement
accessible par I’utilisateur apres chargement du package.

3.1.3.3 Nouveau parametre de simulation pour holo_simu()

Le parametre size de la fonction stats: :rmultinom(), utilisé lors de I’estimation des diversités
microbiennes dans richness_from_abundances_gen(), doit étre calibré selon le jeu de données
utilisé. Il a donc été placé en tant que parametre de simulation d’holo_simu(). fixé par défaut a
1000, calibre sur le jeu de données Deru. Afin de facilement associer une simulation aux parameétres
utilisés lors de I’appel a holo_simu(), une liste nommée des parametres a été ajoutée a I’objet
final. size_rmultinom en fait partie, ce qui a permis de généraliser le code utilisé dans la vignette
“Generate figures” lors des calculs de diversités (Alpha-diversity remains stable across generations).
Voir en Annexe le code associé au calcul de la diversité.

3.2 Mise en situation de RITHMS avec un nouveau jeu de don-
nées

Le jeu de données issu de Pérez-Enciso et al. (2021) permet de tester la robustesse du package
sur d’autres données que celles utilisées lors du développement. Elles présentent des différences
majeures, décrites dans la section Données Bovines, notamment d’un point de vue des dimensions
mais aussi des caractéristiques biologiques propres a I’espece. Une analyse exploratoire préalable aux
simulations avec RITHMS a permis de mieux comprendre les spécificités des données.(voir section
Analyse exploratoire pour le processus complet). Suite a ces analyses, le parametre effect.size a
été fixé a 0.6 (voir en Annexe son impact sur I’héritabilité des taxas)et le parametre size . rmultinom
a 150000 (voir en Annexe son impact sur la diversité de Shannon).
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Dans en premier temps, I’objectif a été de reproduire les figures présentées dans 1’article Pety et al.
(2025) afin de comparer la consistance des résultats sur un nouveau jeu de données. L’ensemble des
figures produites sont en Annexe. Une premiere vérification a été de s’assurer que la diversité « se
maintienne bien au cours des générations dans un contexte simple sans modulation environnementale
et sans force de sélection.

3.2.1 Enjeu : le maintien d’une diversité o
Pour s’intéresser a la diversité, les abondances relatives disponibles a la sortie d’holo_simu()

sont transformées en comptages a I’aide de la fonction richness_from_abundances_gen(). Elle
permet ensuite de récupérer les métriques de diversités d’intérét précédemment décrites.
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Figure 3 : Distribution des diversités de Shannon au cours des génération simulées avec RITHMS (G1 a G5). (a)Analyse
réalisée sur 1845 OTUs et 50000 SNPs, sur un total de 750 individus, pour les données Porcines. Parameétres de simulation
holo_simu() : effect.size=0.3, size.rmultinom=1000. (b)Analyse réalisée sur 4018 OTUs et 32204 SNPs, sur
un total de 750 individus, pour les données Bovines. Parameétres de simulation holo_simu() : effect.size=0.6,
size.rmultinom=150000.

La représentation des diversités de Shannon (Figure 3) rends compte d’un décalage assez important
entre la génération GO et la génération G1. Ce décalage est davantage marqué avec les données
Bovines (Figure 3b) qu’avec les données Porcines (Figure 3a). On note a partir de la génération G1
une stabilisation de la distribution des diversités pour les deux especes.

Le microbiote d’un individu étant défini comme une contribution pondérée par A entre le microbiote
maternel et le microbiote ambiant(voir section Processus de simulation), une seconde analyse jouant
sur ce levier a été réalisée afin de comprendre I’origine cette perte de diversité.(Figure 4).

A représente la proportion du microbiote maternel transmis a I’individu ¢ et 1 — )\, la proportion du
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Figure 4 : Densités des diversités de

a1 Shannon au cours des générations

simulées en fonction du parametre

&0 A. Analyse réalisée sur 4018 OTUs

. . . et 32204 SNPs, sur un total de 750

Shannon Diversity individus, données Bovines.

microbiote ambiant recruté par I’individu . Une forte contribution du microbiote maternel (A ~ 1)
atténue considérablement la perte de diversité observée précédemment entre GO et G1 (Figure 4),
amenant a une diversité de Shannon centrée en 6 sur les 5 générations succédant G0. La diminution
de ), associée a une forte contribution du microbiote ambiant, vient directement agir sur le décalage
entre GO et G1, pouvant diminuer la diversité de Shannon a &~ 4.5 lorsque A = 0. Le paramétre A
constitue en réalité un moyen de modéliser les différentes possibilités de transmission verticales chez
les individus. En effet, celui-ci sera d’autant plus important chez les vivipares (Cortes-Macias et al.
(2021), Rutayisire et al. (2016)), ou les contacts lors de la mise bas sont omniprésents par rapport
aux ovipares par exemple (Shterzer et al. (2023)).

Ainsi, la perte de diversité observée semble venir de la construction du microbiote ambiant.

3.2.2 Implication du microbiote ambiant

Rappelons que le microbiote ambiant produit a la génération ¢, noté M ®)

ali)’ est issu de la contribution

pondérée du microbiote moyen M1 et du microbiote Dirichlet simulé Mﬁz) centré autour de ce

méme microbiote moyen (voir section Processus de simulation).
Implication du microbiote Dirichlet

La dispersion du microbiote Dirichlet autour du microbiote moyen est controlée par le parametre
0. Dans la figure 6 (Figure 5), nous avons fait varier la valeur de a0 et analysé son impact sur les
diversités de Shannon des microbiotes de chaque génération. La diversité de Shannon relevée en
génération G1 et G2 semble augmenter avec la valeur de 0. Inversement, 1’écart entre la diversité
en GO et celle des générations suivantes diminue avec I’augmentation de «0. Une valeur élevée de
a0 permettrait de conserver la diversité de Shannon initiale.
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Ficure 6 : Diversité de Shannon des microbiotes d’in-
térét. Le microbiote moyen ("mean_microbiote”) cal-
culé sur le microbiote global de la population a la gé-
nération ¢t ("individus_microbiote”). Le microbiote
dirichlet ("dirichlet_microbiote”) centré autour du
microbiote moyen avec un parametre de concentration c0.
Enfin, le microbiote ambiant ("ambiant_microbiote”)
construit a partir d’une pondération (7r) entre microbiote
Dirichlet et microbiote moyen, et constituant (pondéré par
) du microbiote des individus de la génération ¢ + 1.

FiGure 5 : Distribution des diversités de Shannon au cours
des générations simulées en fonction du parametre de
concentration de la loi Dirichlet 0. Le paramétre \ uti-
lisé correspond a la valeur par défaut, 0.75 de transmis-

sion verticale. Le parameétre 7 permettant la pondération
entre M S&) (microbiote Dirichlet) et M (t-1) (microbiote
moyen) correspond également a la valeur par défaut. Ana-
lyse réalisée sur 4018 OTUs et 32204 SNPs, sur un total

de 750 individus, données Bovines.

Implication du microbiote moyen

Le second terme qui constitue le microbiote ambiant correspond au microbiote moyen de la population.
La figure (Figure 6) regroupe les diversités de tous les microbiotes d’intérét, permettant de comprendre
la contribution de chacun a la diversité : le microbiote des individus de la population ¢, le microbiote
moyen, le microbiote Dirichlet et enfin le microbiote ambiant utilisé dans le calcul du microbiote de
la génération ¢ 4 1. Le microbiote moyen est celui qui posséde la diversité la plus élevée, > 8. A
I’inverse, le microbiote Dirichlet est le plus faiblement diversifié, < 4. Le microbiote ambiant, issu
de la pondération entre ces deux derniers possede une diversité d’environ 4.75 qui n’atteint pas celle
de la population initiale (=~ 6.5).

Nous avons confirmé que la diversité du microbiote ambiant reste systématiquement inférieure a
celle des microbiotes individuels, avec une convergence progressive des microbiotes simulés vers ce
profil ambiant au fil des générations (se réferer a I’ Annexe). Cette vérification permet également de
s’assurer de la qualité du microbiote régularisé en GO et sa cohérence avec le microbiote brut fourni
en entrée.

3.3 Etudede cas : contexte de coévolution chez les vaches laitieres
Holsteins en réponse a une augmentation de la température
ambiante

Lobjectif de cette étude de cas repose sur I’hypothese selon laquelle la composition du microbiote
d’individus pourraient étre amenés a évoluer en parallele de la température terrestre moyenne.
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Les deux expérimentations suivantes ont été réalisées sur les données Bovines, sur un total de 750
individus, 3880 OTUs et 32204 SNPs. Le nombre de taxa sous contrdle génétique a été fixé a 0,
ce choix a permis d’évaluer uniquement 1’effet environnemental sur la composition du microbiote,
celui-ci pouvant entrer en compétition avec la modulation génétique.

3.3.1 Effets d’une augmentation de la température : Méthode A

Afin d’apprécier les effets que peuvent avoir une exposition trés marquée nous avons appliqué la
méthode A, décrite plus haut (voir section Calibration [...] selon une stratégie discrete).

Abondances relatives

Dans un premier temps nous représentons les compositions microbiennes des populations de chaque
génération en abondances relatives (Figure 7). En parallgle, la valeur moyenne de I’effet (A) appliqué
a chaque phylum est représenté. Le barplot est tronqué sur une partie de ’axe y car le reste des barres
correspond au phylum majoritaire, les Bacteroidetes.

Composition en abondances relatives Phylum
Actinobacteria
B Amatimonadetes
Bacteroidetes
Candidatus Saccharibacteria
Chiorofiexi
Cyanobacteria/Chloroplast
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Ficure 7 : Abondances relatives des microbiotes de 25 générations au niveau phylum, accompagnées des valeurs
moyennes de A appliqués sur chaque phylum en fonction des 6. Analyse effectuée sur les données Bovines avec 750
individus et 3880 OTUS. Parametres de simulation : aucun OTUs sous controle génétique. Changement des dynamiques
de croissance tous les 5 ans.

Une dynamique est observable au cours du temps, notamment au niveau des phyla les plus abondants :
Bacteroidetes et Firmicutes. M€me si un peu moins présents, les Proteobacteria et les Candidatus
saccharibacteria semblent eux aussi présenter des changements. Certains autres phyla tels que
les Actinobacteria, les Verrumicrobia, les Planctomycetes ainsi que les Lentisphaerae sont si peu
présents qu’aucun effet sur leurs abondances relatives n’est identifiable. Si I’on compare avec les
valeurs moyennes des A appliqués sur chaque phylum, on identifie certaines tendances :

— les Proteobacteria subissent un effet favorable et augmentent sur 1’ensemble des 6.
— les Bacteroidetes subissent un effet défavorable pour 65 et 65, et semblent bien étre défavorisés
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— les Firmicutes subissent un effet défavorable pour 6, 0, et 6, ce qui semble se traduire
également sur les abondances relatives. Un effet favorable pour 65 semble étre lui aussi
correspondre a une augmentation des abondances relatives.

— les Candidatus saccharibacteria semblent diminuer sur des effet défavorables comme 6, 6,
et 05 ; et augmenter sur des effet positifs comme 6, et ;.

Cependant, certaines tendances contradictoires peuvent étres observées. Il s’agit par exemple du 65
des Firmicutes, associé a un A négatif, mais avec des abondances relatives qui augmentent sur la
période en question. Une observation similaire est observable pour le 6, des Bacteroidetes.

Abondances CLR-transformées

Pour visualiser plus précisément I’impact des effets environnementaux sur nos compositions micro-
biennes, les abondances ont été transformées en CLR (Figure 8).

Evolution des abondances CLR moyennes par Phylum A moyen pour chaque Phylum Figure 8 : Abondances CLR_
[ - transformées des microbiotes
— e — de 25 générations au niveau
TR phylum, accompagnées des
valeurs moyennes de A ap-
pliqués sur chaque phylum en
fonction des 6. Analyse ef-
fectuée sur les données Bo-
FS— vines avec 750 individus et
3880 OTUS. Parametre de si-
mulation : aucun OTUs sous
contrdle génétique. Change-
ment des dynamiques de
croissance tous les 5 ans.
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Nous constatons qu’en passant en échelle CLR, des tendances sont identifiables sur les actinobactéries,
les Verrumicrobia et les Planctomycetes, il reste cependant difficile d’établir un lien avec les effets
fixés. Aussi, les abondances CLR de deux derniers theta des Proteobacteria augmentent (de < 2.5 a
> 2.5 en G25), a I'image du A correspondant. On peut également identifier un pic au niveau du 64
des Firmicutes, lui aussi associé a un effet positif. Les abondances des Bacteroidetes ne montrent
ici pas de tendance particuliere contrairement aux observations précédentes (Figure 7). Enfin, les
Lentisphaerae semblent répondre a I’effet positif en 0, et les effets négatifs en 05 et 6,. Cependant,
un certain décalage peut €tre identifié entre la premiere application de I’effet, et une réponse visuelle
au niveau des abondances.

3.3.2 Effets d’une augmentation de la température : Méthode B

La seconde stratégie visait a simuler une augmentation de la température sur les 30 prochaines années
de facon la plus réaliste possible. Rappelons qu’aucune inversion de dynamique n’a été introduite
dans la croissance des phyla, afin de conserver la tendance observée dans le papier (Correia Sales et
al. 2021).

Contrairement a ce qui a été observé dans la méthode A, les abondances relatives des phyla ne
montrent pas de réelle tendance identifiable visuellement (Figure 9). En effet, malgré I’ajout d’un
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Figure 9 : Abondances rela-
tives des microbiotes de 30
générations au niveau phy-
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effet positifs sur les Actinobacteria et les Candidatus saccharibacteria, aucune augmentation de
leurs abondances relatives n’est relevée. De méme, la présence des Bacteroidetes semble étre stable
au cours du temps, en dépit de I’injection d’un A négatif.

Evolution des abondances CLR moyennes par Phylum A moyen pour chaque Phylum
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La représentation des résultats en abondances CLR-transformées (Figure 10) fait apparaitre des
tendances au sein de tous les phyla. Une augmentation des profils est observable chez I’ensemble
des phyla excepté les Lentisphaerae dont la tendance diminue (de > -5 a < -5 en G30). Les effets
négatifs des Bacteroidetes, Planctomycetes et Verrumicrobia ne sont pas repercutés sur les tendances
observées. Les Candidatus saccharibacteria et les Actinobacteria passent de valeurs CLR négatives
a des valeurs positives conjointement aux A appliqués.
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Interprétations & perspectives

4.1 Interprétation des résultats

4.1.1 Le parametre o0 dans le maintien d’une diversité o

Au cours de I’investigation menée avec les données Bovines, nous avons identifié une perte significa-
tive de diversité « entre la population de base, issue des données réelles, et la premiere population
simulée.

Le microbiote des individus a la génération ¢ est construit en 2 étapes, (1) en injectant une variabilité
inter-individus via un microbiote Dirichlet M :2) additionné dans une proportion 1 — 7 au microbiote

moyen M (t=1) | constituant un recrutement horizontal et (2) en ajoutant dans une proportion A

du microbiote maternel, la partie transmissible du microbiote. Le microbiote ambiant calculé a la
premiere étape joue donc un rdle crucial dans la composition des microbiotes individuels résultants.

En vue d’expliquer cette perte de diversité entre GO et G1 chez les bovins, nous sommes revenus sur
la composition méme des jeux de données bruts. Particulierement en comparant les distributions
des prévalences des OTUs avec les données Porcines. La Figure 19 disponible en Annexe, nous
montre une répartition bien différente des OTUs sur I’ensemble des échantillons. En effet, alors
que la présence des OTUs est tres variable d’un échantillon a 1’autre dans le jeu de données Porcin,
les OTUs dans le jeu de données Bovines sont quasiment omniprésents. A titre comparatif nous
relevons pres de 599 OTUs dont la prévalence est inférieure a 10% chez les porcs, contre aucun
chez les bovins. Cette absence d’OTUs dits “rares” ne correspond pas a la réalité biologique et est
révélatrice d’un traitement de données en amont pour filtrer les taxa de faible prévalence. Elle rend
également la communauté microbienne de départ assez homogene d’un individu a I’ autre.

Le microbiote ambiant est a I’origine d’une perte de diversité (Figure 5), particulierement lorsque
les compositions microbiennes de la population de base sont homogenes comme dans le jeu de
données Bovines. Le parametre de concentration o0 dans le modele de Dirichlet utilisé lors de la
simulation du microbiote ambiant contrdle directement la variabilité inter-individus. Ce parametre
détermine a quel point les profils microbiens seront dispersés autours du microbiote moyen. Ainsi,
lorsque « est élevé, les individus tendent a partager une composition similaire, réduisant la variabilité
inter-individus et homogénéisant la composition microbienne. A I’inverse, lorsque « est faible, des
profils plus hétérogenes sont produits augmentant la variabilité inter-individus. Les MDS illustrant
ces observations sont disponibles en Annexes.

L’entropie de Shannon mesure I’incertitude liée au tirage aléatoire d’un OTU. En effet, I’indice de
Shannon est calculé a partir des proportions de chaque OTUs dans la population. Ainsi, si les OTUs
sont d’abondances équivalentes entre les échantillons, la diversité sera plus élevée, ce qui est le cas
dans le jeu de données Bovines a la génération GO. Dans notre simulation du microbiote ambiant,
cette situation est possible lorsque le parametre de concentration a0 est élevé (Figure 5). Les résultats
sur les autres indices de diversité « sont présentés en Annexes et confirment les constations faites
sur I’indice de Shannon.
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Qu’en est-il du role du microbiote moyen dans la modélisation du microbiote ambiant ?

Parallelement, le microbiote moyen jouerait un role important dans la conservation de la diversité
« au fil des générations. En effet, ce phénomene reposerait sur I’intuition selon laquelle I’entropie
du microbiote moyen serait supérieure a la moyenne des entropies des microbiotes individuels.
L’inégalité de Jensen illustre cette propriété, le théoreme est énnoncé en Annexe. En appliquant cette
inégalité a I’entropie de Shannon (concavité) on obtient :

H ;/\ipi Z;/\z‘H@i)

D au terme logarithmique, I’entropie de Shannon est concave, I’inégalité de Jensen est donc inversée.
Ce qui confirme nos observations (Figure 3) et notre intuition selon laquelle la diversité du microbiote
moyen est supérieure a la moyenne des diversités individuelles.

4.1.2 L’augmentation de la température, un facteur d’intérét dans la compo-
siton des microbiotes

Methode A, une dynamique de croissance au sein des phyla

La stratégie d’évolution discrete de la température (Méthode A) met en évidence une réponse assez
marquée des phyla les plus abondants (Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria). L’ application
d’effets environnementaux dont la tendance positive ou négative change au cours des générations,
permet de visualiser des changements de tendances dans les abondances relatives (Figure 7). Cepen-
dant nous avons pu identifier des cas ou les abondances relatives ne suivent pas la direction donnée
par I’effet appliqué. Par exemple pour le theta 5 associé a un effet négatif chez les Firmicutes et les
Bacteroidetes. Une augmentation des Firmicutes est malgré tout observable. L’une des hypotheses
pourrait €tre la présence d’un effet de compensation entre phyla dii a la nature des données de
composition. Lorsqu’un phylum subit un effet négatif trés marqué (ex. Bacteroidetes), cela peut
indirectement favoriser la progression d’un autre phylum ; méme si ce dernier est lui aussi soumis a
effet négatif plus faible. Ce mécanisme pourrait €tre d’autant plus marqué si I’effet négatif tres fort
concerne un phylum treés abondant. Cette hypothese illustrerait un mécanisme de compétition et de
“redistribution de I’espace microbien”, propres aux données d’abondances relatives. Les données
transformées CLR ont permis d’appréhender au mieux les tendances réélles (Figure 8). Certains
phyla semblent assez réactifs face aux effets positifs ajoutés (Proteobacteries, Firmicutes). Bien
que la tendance chez les Lentisphaerae soit visuellement moins corrélée avec 1’effet injecté, si ’on
compare avec les résultats d’une simulation sans effets environnementaux (Annexes Figure 23), on
identifie un changement dans la tendance globale du phylum. Une piste de vérification serait de
réaliser un test t de Student pour échantillons appariés sur les données CLR, supposées remplir la
condition de normalité. Ce qui permettrait de comparer statistiquement les moyennes des abondances
avec et sans les effets température.

Méthode B, tendances visuelles peu marquées

La méthode B, qui simule une augmentation linéaire et réaliste de la température, et ce sans change-

28



Youna Maillié Master AMIIB - Université Paris-Saclay

ment de dynamique, montre un profil différent. Aucune tendance ne semble clairement identifiable sur
les résultats d’abondances relatives, celles-ci restent comparables visuellement aux résultats obtenus
dans une simulation sans effet environnemental (Annexe Figure 22). L’ évolution des abondances
CLR-transformées est, elle, plus marquée mais n’est pas toujours en adéquation avec les A fixés.
Le parallele avec les résultats d’une simulation sans effets environnementaux (Annexes Figure 23)
permet cependant de remarquer une atténuation ou une exacerbation des tendances de la condition
contrdle. La méthode B permet a I’ensemble des phyla de se retrouver en G30 avec des abondances
CLR supérieures a celles relevées en G30 de la condition controle. Cette constatation remet en
question I’effet des A fixés, méme si ceux-ci sont négatifs.

4.2 Conclusion

Au cours de mon stage, je me suis appuyée sur la méthode RITHMS pour mener a bien trois objectifs
distincts.

Dans un premier temps, j’ai été amenée a évaluer la généricité de 1a méthode RITHMS sur un jeu de
données différent de celui utilisé pour le développement. Les figures de I’article ont été reproduites
afin de comparer la consistance des résultats. Cette investigation a permis de mettre en avant les
parametres de la méthode particulierement sensibles au jeu de données et de proposer une fagon de
les calibrer au mieux pour refléter les spécificités des données. Dans les analyses menées, la question
du maintien de la diversité « au cours des générations et de la construction du microbiote ambiant
a été soulevée. Nous avons mis en évidence I’incidence de la structure et de la composition des
données sur cette métrique. Cela motive d’autant plus I’intérét d’utiliser RITHMS sur d’autres jeux
de données pour affiner au mieux les recommandations de calibration. Les parametres par défaut
permettent de réaliser des simulations correctes, en considérant toutefois que 1’utilisateur puisse
les adapter a ses besoins. Selon ses besoins, il lui est possible d’accorder plus d’importance a une
variabilité inter-individus ou bien a une homogénéité des microbiotes.

Ensuite, le cas d’étude a permis d’évaluer plusieurs points sur les effets que peut avoir une aug-
mentation de la température ambiante sur la composition du microbiote de vaches laitieres. Les
simulations réalisées avec une augmentation de la température par palliers et une alternance des effets
positifs/négatifs sur les phyla mettent en évidence une forte réactivité du microbiote. Cette réactivité
permet notamment de compenser les effets déléteres appliqués sur certains phyla pendant une période
donnée. Cette dynamique peut €tre rapprochée de la variabilité saisonni¢re observée a plusieurs
reprises dans les microbiotes de plusieurs especes (Li et al. (2019), Maurice et al. (2015)), motivée par
des changements rapides de conditions environnementales. Un mécanisme de redistribution, propre
aux données d’abondances relatives, a été également mis en évidence, suggérant que la diminution
d’un phylum dominant peut mécaniquement en favoriser un autre (Gloor et al. (2017)). Dans un
scénario plus réaliste d’augmentation continue de la température, les effets appliqués apparaissent
trop faibles pour générer des changements nets en abondances relatives, et ce méme chez des phyla
dominants. Des tendances émergent néanmoins en échelle CLR, des analyses statistiques seraient a
prévoir dans 1’objectif de caractériser plus précisément ces effets. Enfin, a I'image des conditions
expérimentales testées dans le papier Correia Sales et al. (2021), un effet combiné de la température
avec d’autres facteurs serait intéressant a mettre en évidence (Williams et al. (2023)). Par exemple,
il a été montré plusieurs fois que la prise alimentaire en condition de stress thermique est réduite

29



Youna Maillié Master AMIIB - Université Paris-Saclay

(Rhoads et al. (2011), Wheelock et al. (2010)), impactant également la composition du microbiote
des animaux (Koch et al. (2024)). Aussi, prendre en compte des changements attendus sur la compo-
sition du régime alimentaire en lui méme (Baniel et al. (2021)), conséquence d’une altération de la
disponibilité des ressources (augmentation des fortes périodes de sécheresse, diminution du taux de
précipations par exemple). Ces résultats motivent I’intérét de considérer a la fois des dynamiques
rapides et des tendances progressives sur le long terme, mais également d’étudier les interactions
entre différents facteurs : climat, alimentation mais également la génétique de I’hote implémentée
dans I’outil RITHMS. Enfin, I'impact de la tempérture sur le phénotype de I’hote n’a pas été exploré
au cours de nos analyses, ce qui constitue une perspective a prendre en compte dans un exploration
future. En effet, des considérations a I’échelle phénotypique sont essentielles a investiguer en raison
de I’influence du microbiote sur le phenotype de 1’hdte (Zilber-Rosenberg et Rosenberg (2008)).

Dans une partie ingénierie logicielle, j’ai apporté des améliorations fonctionnelles et enrichi la
documentation. Lutilisation de RITHMS en conditions réelles a mis en évidence le besoin de
construire une documentation riche et accessible a 1’utilisateur. Une prise en main de 1’outil est
disponible en ligne, accompagée d’instructions pour I’utiliser avec de nouvelles données (conversion
des données en format compatible, calibration des parametres spécifiques). Chaque fonction dispose
également de sa propre documentation, comprenant des indications sur le format d’entrée attendu et
un exemple d’utilisation. Pour rendre I’expérience de 1’utilisateur plus intuitive, certaines structures
d’objets ont été modifiées et de nouvelles fonctions ajoutées. Sur le plan technique, une attention
particuliere a été portée a la fiabilité et la reproductibilité du code : (1) grace a I’utilisation d’un
systeme de gestion de versions, organisé en branches pour assurer la tragabilité des modifications,
et (2) grace aux pipelines d’intégration et de déploiement continu, permettant d’automatiser la
vérification du code. Parmi les pistes d’amélioration possibles, I’ajout d’indications dédiées a la
calibration des parametres impliqués dans le maintien de la diversité « serait a prévoir, tout en
laissant a ' utilisateur la possibilité d’ajuster au mieux le modele a ses besoins de simulation. Enfin,
un aspect technique important portera sur I’augmentation du taux de couverture des tests unitaires,
afin de renforcer la robustesse et la pérennité de I’outil.
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Bilan des acquis techniques, méthodologiques
et relationnels

Ce stage, effectué sur une période de 6 mois consécutifs, m’a permis d’acquérir de nouveaux savoirs
scientifiques, techniques, mais également de fagon plus générale au niveau personnel.

Sur le plan technique, j’ai beaucoup progressé dans I’ utilisation des systemes de gestion de versions
dans le cadre de projets collaboratifs. Notamment, I’ouverture de nombreuses “merge request” et
d’ “issue” ont été primordiales pour répondre a des problématiques précises dans le développement
du logiciel, en accord avec I’ensemble des collaborateurs. J’ai pu découvrir également les outils
d’intégration et de déploiement continus dans le but d’automatiser et fiabiliser le processus de
développement du logiciel. Ces deux points constituent des atouts essentiels pour me permettre
d’appréhender au mieux mes projets futurs en ingénierie logicielle et déploiement d’outils.

Aussi, mes compétences en bioinformatique ont été développées, en particulier sur les aspects liés
aux formats de données souvent complexes dont il est important de maitriser les secrets pour mener
a bien des analyses de qualités. J’ai pu cerner d’autant plus toute I’importance de connaitre les
données avec lesquelles on travaille, d’explorer leurs spécificités et leur structure avant d’entamer
quelconque analyse ou transformation. Par ailleurs, les manipulations des données, les analyses et les
représentations graphiques réalisées avec R, m’ont permis d’adapter mon raisonnement algorithmique
et de programmation aux spécificités de ce langage. Initialement avec un raisonnement orienté Python,
j’ai mis en place des pratiques plus efficaces en R, en limitant ’'usage de certains procédés en faveur
d’une manipulation vectorielle des éléments. J’ai ainsi gagné en adaptabilité d’un point de vue
logique de programmation.

Cette expérience m’a donné 1’opportunité de plonger dans un environnement humainement et
scientifiquement riche ou coexiste des profils allant de I’informatique aux statistiques, en passant par la
biologie et parfois méme la chimie. J’ai ainsi découvert une grande communauté de bioinformaticiens,
et constaté son spectre a 1’échelle nationale lors de la conférence JOBIM. Enfin, la participation
aux séminaires internes et externes, aux MalAGE Scientific Days, et a la célébration des 10 ans
de MalAGE, m’a donné I’occasion de m’intégrer a la grande famille que représente une unité de
recherche.

Enfin, la diversité des missions que j’ai réalisées autour du package RITHMS, m’a permis d’affiner
mes envies professionnelles et mes préférences entre les aspects logiciels, statistiques ou biologiques.
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Annexes

A Processus de simulation avec RITHMS

A.1 Modélisation du microbiote ambiant

compute_mean_microbiote <- function(microbiote, dir = F,
n_ind = NULL, ao, mix.params){
mean_microbiote <- rowMeans(microbiote)
if (dir){
stopif(is.null(n_ind))
dir_mean <- rdirichlet(n_ind,as.numeric(mean_microbiote)*ao) %>% t()
mix_mean <- (mix.params[1] * dir_mean + mix.params[2] *
matrix(mean_microbiote,nrow=nrow(dir_mean),
ncol=ncol(dir_mean) ,byrow=F))
attr(mix_mean, "dirichlet") <- dir_mean
return(mix_mean)
Yelsed{
mean_microbiote
¥
¥

A.2 Algorithme complet de la méthode

(1) Inputs :
data ?}V £ Genotypes @) Phenotypes Eﬁ I;,‘A\
- | —afc® T gt
Individual (n, ) Individual (n, ) )y Y=o G AW B ey
00 25 30 0 o0 10 . b o o1
e B N Wil S 2
500 1000 12 I verlap between generations Selection
—~ Sex assignment from sex ratio w{
&
= 10 =2 .
4 £ w - w, ~T(1.4.38) < o
k] M© £ 2 . Ej [!—"\ (3) Transgenerational
z
@ a l (2) Core algorithm T
& ) %a
Selection
M;" s
t £
’ ED OO + G+ o i IE8
parameters -
-
- DG
h 2: direct heritability NiO, @) vod effec [ ] Selection
b + microbiability . .
A : proportion of vertical ™ — o
transmission @ Eﬂ l”‘\
I !
| N
¥ x . N__, Mo.g)

D)

Ficure 1 : Illustration de la méthode tirée du papier Pety et al. (2025). (1) Les données fournies par 1’utilisateur
comprennent les abondances relatives du microbiote et génotypes (codés 0/1/2) ainsi que les parametres suivants :
héritabilité directe A2, microbiabilité b2 et X, qui module le rapport de transmission verticale/horizontale. (2) Pour
chaque génération simulée ¢, les génotypes et le pedigree sont générés a 1I’aide du package MoBPS (Pook et al. (2020)).
Le microbiote est ensuite construit en combinant en premier le microbiote maternel et le microbiote ambiant dans les
proportions \ et 1 — A respectivement, puis en appliquant une modulation génétique et éventuellement environnementale.
Les génotypes et le microbiote sont ensuite intégrés pour simules les phénotypes de la génération a I’aide du modele
récursif de Pérez-Enciso et al. (2021). (3) Pour passer a la génération suivante, 30% des males et 30% des femelles sont
sélectionnés, soit de maniere aléatoire, soit selon un indice de sélection choisi par 1’utilisateur.
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B Analyses exploratoires

B.1 ACP Génotypes

library(bigsnpr)

gen <- t(gen)
nb_snp <- ncol(gen)
nb_ind <- nrow(gen)

snp_info <- data.frame(
chromosome = rep(1, nb_snp),
physical.pos = seq(le6, by = 1000, length.out = nb_snp),
alleles = rep("A/G", nb_snp),
rsid = pasteO("rs", 1:nb_snp)

)

snp <- snp_fake(n = nb_ind, m = nb_snp)
snp$genotypes[] <- gen

snp$map$chromosome <- snp_info$chromosome
snp$map$physical.pos <- snp_info$physical.pos
snp$map$allelel <- "A"

snp$map$allele2 <- "G"

snp$map$rsid <- snp_info$rsid

acp <- snp_autoSVD(snp$genotypes, snp$map$chromosome, snp$map$physical.pos)
p P pog ypP psmap pomapopay: P

plot(acp$ul,1], acp$ul,2], xlab = "PC1", ylab = "PC2", main = "ACP bigsnpr")

ACP bigsnpr

PC2
-0.05 0.05

-0.15
1
®

-0.10 -0.05 0.00 0.05

PC1

Ficure 2 : ACP des génotypes sur données Bovines. Analyse réalisée sur 32204 SNPs et 750 individus.

B.2 MDS Bray-Curtis

microbiote <- fread("./data/journal.pgen.1007580.s005.txt")
MO <- microbiote |> column_to_rownames("sample_id")
MO_abund <- apply(t(MO), 2, \(x) x/sum(x))

dist = "bray"

dist_mat <- vegdist(x = MO_abund,
method = dist)
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physeq <- phyloseq(
otu_table(MO_abund, taxa_are_rows = TRUE))

ord <- ordinate(physeq, method = "MDS", distance = dist_mat)
p <- plot_ordination(physeq, ord) +

geom_point(size = 1, alpha = 0.8) +
theme_bw ()

0.30 .

Axis.2 [10.9%)

024 027 030
Axis. 1 [25.1%]

Ficure 3 : MDS Bray-Curtis du mirobiote des données Bovines. Analyse réalisée sur les 4018 OTUs, utilisation de la
distance de Bray-curtis.

B.3 Calculs de diversités «

diversities <- generations_simu[-c(1,2)] %>7
map(get_microbiotes) 7%>%
map (richness_from_abundances_gen, size_rmultinom = generations_simu$parameters$size_rmultinom) 7>7
bind_rows(.id = "Generation")

diversity_brut <- phyloseq(otu_table(founder_object$microbiote, taxa_are_rows = FALSE)) %>’
estimate_richness(measures = measures)
diversity_brut$Generation <- "GO brut"

B.4 Diagnostic de I’effet génétique sur ’héritabilité des taxa

Genetic effect size
(©.1.1)

(0.2.1)
(0.3,1)
(0.4.1)

(0.5.1)

Density

(0.6,1)

w— (0.7,1)

(0.8/1)

(0.9.1)

0- 1
Taxa heritability

FiGure 4 : Distribution de 1’héritabilité des taxa en fonction de la taille de 1’effet génétique choisit.
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s Genetic effect size

(0.1.1)
©2.1)
(03.1)
(0.4,1)
[CERN
—(0.6,1)

—(0.7,1)

Density

o (0.8,1)
[CERN

p

01 02 0z
Taia heritability

Ficure 5 : Distribution de I’héritabilité des taxa en fonction de la taille de I’effet génétique choisit. Limité au effets

génétiques 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 et 1. Le package plotly permet directement d’interagir avec la visualisation et de
sélectionner les distributions d’intérét.

B.5 Estimation du parametre size de rmultinom()

microbiote <- fread("./data/journal.pgen.1007580.s005.txt")
microbiote <- microbiote |> column_to_rownames("sample_id")

sample_depth <- rowSums(microbiote)
summary (sample_depth)

# Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
# 398 82899 153100 201974 290260 11161859

G5~

G4-
size_rmultinom

10000
150000

G3-

Generation

G2 -

G1-

50 55 60 65 70
Shannon

FiGure 6 : Diversité de Shannon en fonction du parametre size_rmultinom. Analyse réalisée sur les données Bovines,
4018 OTUs et 750 individus. Comparaison entre la valeur par défaut 1000 et 150000 déduite a partir des profondeurs
de séquencage.
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C Compilation du package R

C.1 Implémentation des éléments relatifs a la documentation d’une fonction

#{r function-replace_zero}

#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'
#'

Useful function to extract microbiotes from RITHMS output

The gets functions use the output of [holo_simu()] to extract the information
of interest from a given generation.

“get_microbiotes” extract the microbiote abundance matrix from a

generation object, with or without CLR transformation or transposition.

Q@importFrom compositions clr
@importFrom purrr pluck
Q@importFrom tibble as_tibble
Q@importFrom magrittr %>%

Oparam data List corresponding to one generation, as returned by
“holo_simu() *. Containing simulation output.

Oparam transpose Logical; if "TRUE", transpose the microbiote matrix

(0TUs in rows, individuals in columns).

Oparam CLR Logical; if "TRUE", applies a CLR transformation to the abundance
data. This transformation requires “transpose = TRUE".

@return A “data.frame containing the microbiote abundances of individuals.
Default, individuals are in rows and 0TUs in columns. Change “transpose’
parameter if needed.

O@seealso [get_mean_phenotypes()], [get_phenotypes_value()],
[get_om_beta_g()], [get_selected_ind()], [get_phenotypes()]
Ordname get_microbiotes
Qexport
get_microbiotes <- function(data, transpose = F, CLR = F) {
if (transpose){
if (CLR) {

}

return(data |> pluck("microbiote") [> t() |> replace_zero() |>
clr() |> as.data.frame())
Yelse{
return(data |> pluck("microbiote") [> t() |> as.data.frame())
}
¥

data |> pluck("microbiote") |> as.data.frame()

C.2 Fonction supp_noRd ()

supp_noRd <- function(directory = "R") {

if (!dir.exists(directory)) {
stop("Le répertoire spécifié n'existe pas.")

¥
r_files <- list.files(directory, pattern = "\\.R$", full.names = TRUE)
if (length(r_files) == 0) {

message ("Aucun fichier .R trouvé dans le répertoire.")

}

for (r_file in r_files) {
lines <- readLines(r_file)
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lines <- lines[!grepl("@noRd", lines)]

writeLines(lines, r_file)
message (paste("Le fichier", r_file, "a été mis & jour sans @noRd."))
}
}

#supp_noRd ("path/to/R")

D Ajout de fonctionnalités

D.1 Fonction transform_geno_into_vcf ()

Eventuellement penser a extraire la mini fonction convert_to_haplo()

#' Convert a 0/1/2 genotype matrix into a VCF-like format

#

#' This function converts a genotype matrix encoded as 0,1,2 into a VCF-like format.

#' It can either return the VCF content as a “data.frame”, write it to a .vcf file or do
#' both.

#|

#' Oparam geno_matrix A matrix of genotypes with values O, 1, 2. SNPs are in rows and

#' individuals in columns.

#' Oparam output_type A character, that specifies the output type. Choose between ""file"~
#' (write ~.vcf’), “"dataframe"~ (return “data.frame’), or “"both"~ (do both).

#' @param output_path A character string that specifies the output path. Requiered if

#' “output_type® is "file" or "both".

#
#' Qreturn A “data.frame” if “output_type = "dataframe" or "both"®, or just write the
#' “.vcf® file if “output_type = "file" or "both"".

#

#' @rdname transform_geno_into_vcf

#' Qexport

transform_geno_into_vcf <- function(geno_matrix,
output_type = c("file", "dataframe", "both"),
output_path = NULL){

n_ind = ncol(geno_matrix)
n_snp = nrow(geno_matrix)

convert_to_haplo <- function(x) {
if(is.na(x)) return(".")
if (x == 0) return("0/0")
if (x == 1) return("0/1")
if (x == 2) return("1/1")
¥

geno_matrix_haplo <- apply(geno_matrix, c(1,2), convert_to_haplo)

vcf_snps <- data.frame(
CHROM = "1",
POS = 1:n_snp,
ID = pasteO("rs", 1:n_snp),
REF = "A", ALT = "T",
QUAL = ".", FILTER = ".", INFO = ".", FORMAT = "GT",
geno_matrix_haplo

if (output_type %inJ c("file", "both")){
write.table(vcf_snps, file = output_path, sep = "\t", quote = FALSE,
row.names = TRUE, col.names = TRUE)
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} else if(output_type %in% c("dataframe", "both")){
return(vcf_snps)

} else{
print ("The output type must be one of 'file' or 'dataframe'.")

E Utilisation d’un nouveau jeu de données

E.1 Figures de I’articles reproduites avec les données Bovines

FiGure 7 : Matrice de corrélation par paires des abondances des OTUS. Les abondances ont été simulées en supposant
que tous les taxa sont sous controle génétique et répartis en cinq groupes. Analyse réalisée sur le jeu de données Bovines,
750 individus - 4018 OTUS - 32204 SNPs.

Taxa heritability

Ficure 8 : Densité de la distribution de 1’héritabilité des taxa en fonction de la taille d’effet génétique. Analyse réalisée
sur le jeu de données Bovines, 750 individus - 4018 OTUS - 32204 SNPs.
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Lambda

FiGure 9 : Corrélation entre la diversité o de la progéniture (G2) avec celle de sa mere, de son pere ou du microbiote
ambiant pour des valeurs croissante de A. Les corrélation sont calculées a partir d’une population de 500 progénitures.
Analyse réalisée sur le jeu de données Bovines, 750 individus - 4018 OTUS - 32204 SNPs.

Ficure 10 : Distribution des valeurs de diversité o sur 5 générations simulées en I’absence de sélection et de filtres
environnementaux. Analyse réalisée sur le jeu de données Bovines, 750 individus - 4018 OTUS - 32204 SNPs.

e o oA SO .
5 __.;,{;A_. ‘% 2 "%“E{t‘@i&

: ey | WOy TR T
AAAAA

Figure 11 : MDS Bray-Curtis des abondances microbiennes. La moitié des individus en G1 sont soumis a un traitement
antibiotique sporadique. Analyse réalisée sur le jeu de données Bovines, 750 individus - 4018 OTUS - 32204 SNPs.
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Shannon

Figure 12 : Distribution des valeurs de diversité « avant (GO), pendant (G1) et aprés (G2 a G3) un traitement antibiotique
sporadique.

=]
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Ficure 13 : MDS Bray-Curtis des abondances microbiennes. La moitié des individus a partir de G1 sont soumis a un

régime alimentaire favorisant deux groupes de taxa. Analyse réalisée sur le jeu de données Bovines, 750 individus - 4018
OTUS - 32204 SNPs.

3
Shannon

Ficure 14 : Distribution des valeurs de diversité « avant (GO) et pendant (G1 a G3) une intervention alimentaire soutenue.
Analyse réalisée sur le jeu de données Bovines, 750 individus - 4018 OTUS - 32204 SNPs.

40



Youna Maillié Master AMIIB - Université Paris-Saclay
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Ficure 15 : Héritabilité directe et microbiabilité observées dans un scénario sous sélection aléatoire et h?l =02 =0.25.
Analyse réalisée sur le jeu de données Bovines, 750 individus - 4018 OTUS - 32204 SNPs.
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Ficure 16 : Changement phénotypiques moyens selon diverses valeurs d’héritabilité directe et de microbiabilité, et
de stratégies de sélection. BV/; valeurs de sélection directe, BV, valeurs de sélection du microbiote et BV, valeurs
de sélection totales. Analyse réalisée sur le jeu de données Bovines, 750 individus - 4018 OTUS - 32204 SNPs, avec
A=0.1

Index weights (Diversity, TBV)
[l

W o108

W o208

Genellc progress {over 3 generalions)

g8 a8 e sz 00
Microbial civersity change (over 3 generations)

Ficure 17 : Exploration guidée par simulation de 1’indice de sélection mixte. Le phénotype moyen et la diversité
microbienne évoluent de la population de base (GO) a G5 en fonction w 4,,,- Les moyennes calculées sont représentées
par les carrés. Analyse réalisée sur le jeu de données Bovines, 750 individus - 4018 OTUS - 32204 SNPs.
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E.2 Microbiotes ambiants et individuels sur 5 générations, porcins et bovins

Type de microbiome |:| Ambiant_Microbiome D Microbiome

Perez Vanille

0 e U

19 4o 09

A A
A A
A A A
AA AN
N

] 7 2 3 4 5 6
Diversité de Shannon

Densité
5]

]

(&)

o)

Ficure 18 : Diversité de Shannon des microbiotes individuels (“microbiote”) et du microbiote ambiant
(“Ambiant_microbiote”) associé au cours des générations. Le microbiote dit “brut” a également été représenté,
il est calculé sur le jeu de données initial avant toute “régularisation” par le package RITHMS. Exceptés les parameétres
size_effect et size_rmultinom spécifiques a chaque jeu de données, I’ensemble des valeurs ont été laissées par
défaut. Analyse réalisée sur 4018 OTUs et 32204 SNPs, sur un total de 750 individus, données Bovines ; sur 1845 OTUs
et 5000 SNPs, sur un total de 780 individus, données Porcines.

E.3 Prévalence des OTUs

OTUs Prevalence Distributions

200
150
- source
| -
3 Pérez-Enciso
© 100 Vanille

50

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Prevalence

Ficure 19 : Distribution de la prévalence des OTUs sur les jeux de données Porcins et Bovins. Analyse réalisée chez les

porcins (“Vanille”) sur 750 individus et 1845 OTUs. Analyse réalisée chez les bovins (“Pérez-Enciso”) sur 750 individus
et 4018 OTUs.
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E.4 Impact du parameétre a0 sur la variabilité inter-individus
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Ficure 20 : MDS-Bray Curtis des microbiotes dirichlets (“simulated”) et GO (“observed”) en fonction du choix d’a0
parametre de dispersion.
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E.5 Diversités a entre G0 et G1

Observed: GO vs. G1 Shannon: GO vs. G1 InvSimpson: GO vs. G1

0.020

0.015
0.003

source source source

H o H o H °°
61 G1 0.010 G1

density
density
density

0.002

0.001 0.005

0.000 0 0.000

2250 2500 2750 3000 5.0 55 6.0 65 100 200 300
Observed Shannon InvSimpson

FiGure 21 : Densité des 3 diversités calculées sur le microbiote GO et G1. Analyse effectuée sur les données Bovines
avec 750 individus et 4018 OTUs. Les parametres de simulations par défaut ont été utilisés ormis effect.size et
size_rmultinom calibrés sur les données.

E.6 Inégalité de Jensen

Avec f :— R une fonction convexe. Pour tout n > 2, pour tous x4,...,x, € 1, pour tous
n .
Aty Ay €01 avec > " A, =1, 0na:

3

O ) <30S

i=1 =1

Théoréme : Soit X une variable aléatoire réelle intégrable. Soit ¢ une fonction convexe bornée
inférieurement (i.e. telle que ¢ > a pour un certain réel a). Alors p(E(X)) < E(¢(X)) .
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F Cas d’étude : condition controle

Composition en abondances relatives
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FiGure 22 : Abondances relatives des microbiotes de 30 générations au niveau phylum, sans effets environnementaux.
Analyse effectuée sur les données Bovines avec 750 individus et 3880 OTUS. Parametre de simulation : aucuns OTUs
sous controle génétique.

Evolution des abondances CLR moyennes par Phylum
i sans effets envil et sans OTUs sous contéle génétique

Candidatus
Saccharibacteria
~~fproteabacteria

Planctomycetes

Abondances CLR moyennes

GI G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 GO GI0 Gi1 Gi2 GI3 Gi4 GI5 GI6 Gi7 GI8 GI9 G20 G21 G2 G23 G24 G25 G26 G27 G28 G29 G30
Génération

FiGure 23 : Abondances CLR-transformées des microbiotes de 30 générations au niveau phylum, sans effets environ-
nementaux. Analyse effectuée sur les données Bovines avec 750 individus et 3880 OTUS. Parametre de simulation :
aucuns OTUs sous contrdle génétique.
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paletteer * 1.6.0 2024-01-21 [1] CRAN (R 4.5.1)
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Rhdf51ib 1.30.0  2025-04-15 [1] Bioconductor 3.21 (R 4.5.1)
RITHMS *0.0.2 2025-07-16 [1] Github (SolenePety/RITHMS@549e4e6)
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xtable 1.8-4 2019-04-21 [2] CRAN (R 4.4.2)
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Glossaire

Analyse en Composantes Principales (ACP) : Méthode statistique de réduction de dimension
des donénes tout en conservant la plus grande variance possible. Elle repose sur la décomposition
en valeurs singulieres (SVD) : les vecteurs propres définissent les axes principaux et les valeurs
singulieres quantifient la part de variance expliquée.

Centered Log-Ratio Transformation (CLR) : Transformation utilisée pour les données de com-
position (abondances relatives des microbiotes) qui permet de supprimer la contrainte de somme
constante.

Diversité o : mesure de la richesse et de I’hétérogénéité des taxa au sein d’un méme échantillon.
Diversité [ : mesure des différences de composition microbienne entre plusieurs échantillons.

Héritabilité directe : Fraction de la variance phénotypique expliquée par la génétique de 1’hote.
Effets génétiques directs sur le phénotype.

Héritabilité totale : Fraction de la variance phénotypique expliquée par les effets génétiques directs
et les effets génétiques indirects (portion du microbiote ayant un impact sur le phénotype et étant
sous controle génétique).

Holobionte : Un holobionte désigne 1’ensemble constitué par un organisme multicellulaire et des
microbes qu’il héberge.
Microbiabilité : fraction de la variance phénotypique expliquée par la composition du microbiote

associé.

Multidimensional Scaling (MDS) : méthode de représentation des données basée sur les dissimilari-
tés calculées entre individus. Une matrice de distances est construite puis recherche d’une dimension
réduite tout en conservant au mieux les distances.

Operational Taxonomic Unit (OTU) : Les unités taxonomiques opérationnelles sont définies
comme des groupes de séquences nucléotidiques tres similaires, susceptibles de représenter un ou
plusieurs organismes étroitement apparentés, généralement identifiés par un degré élevé d’identité
nucléotidique (généralement > 97 %).

Prévalence (d’OTU) : Proportion d’échantillons dans lesquels une unité taxonomique opérationnelle
(OTU) ou taxa est détecté.

Profondeur de séquencage : Nombre total de lectures (reads) obtenues pour un échantillon lors du
séquencage. Permet de refléter la résolution et la sensibilité de la détection.

Quantitative Trait Locus (QTL) : Région du génome associé a la variation d’un caractere quantitatif.
Recrutement horizontal : acquisition du microbiote a partir de I’environnement ou des congéneres.

Singular Value Decomposition (SVD) : Méthode permettant la factorisation d’une matrice en trois
composantes : (1) une matrice de vecteurs propres (directions principales), (2) un ematrice diagonale
des valeurs singulieres (proportion de variance expliquée) et (3) une matrice de projection.
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Single Nucleotide Polymorphism (SNP) : variation d’une seule paire de bases du génome (considé-
rée comme marqueur génétique) entre individus.

Transmission verticale : transmission du microbiote de la meére a la descendance (gestion, mise bas,
allaitement).
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