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Besoin d’inventaires taxinomiques haut-débit
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Les inventaires d’espèces traditionnels

•Reposent sur l’identification morphologique 
ÞExpertise
ÞSubjectivité
ÞImpossible à certains stades biologiques

•Standardisation impossible entre groupes

Les inventaires traditionnels sont longs, compliqués et imparfaits
Inventaires basés sur l’identification moléculaire (ADN)



Quelques rappels sur l’ADN

Exemples de tailles de génomes :

Escherichia coli : 4.6 millions de pb
Homo sapiens : 3 milliards de pb

La structure de l’acide désoxyribonucléique (ADN)



L’information portée par l’ADN est codée par sa séquence

Enchainement des bases A, T, G, C = une séquence d’ADN

Quelques rappels sur l’ADN



ADN avec un 

fragment d’intérêt 

(en jaune)

Les ingrédients de base de la PCR

Nucléotides 

(=bases)

Taq

polymérase 

(enzyme)

Amorces

(fragments d’ADN 

simple-brin de 

séquence connue)

Thermocycleur

La PCR (Polymerase Chain Reaction), ou comment trouver l’aiguille dans la botte 

de foin en la photocopiant

Les méthodes pour étudier l’ADN
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La réaction de polymérisation en chaîne

Les méthodes pour étudier l’ADN

n cycles à 2n fragments d’intérêt



• 2005 : séquençage par électrophorèse capillaire
– 500-1000 pb séquencées par réaction

– Environ 1 Mpb séquencées par jour et par séquenceur

• 2018 : séquenceurs nouvelle génération
– HiSeq 4000 d’Illumina : > 400 Gpb par jour 

Le séquençage, ou comment lire l’information portée par l’ADN

Les méthodes pour étudier l’ADN

Multiplication par 400.000 des capacités de séquençage



Le séquençage nouvelle génération

Exemple du NovaSeq 6000 S4 :

• 10 milliards de séquences de 100 pb
• 6 lignes par séquence
• 55 lignes par page (police 11)
• > 1 milliard de pages 
• 324 000 km de long
• 117,5 km de haut
• Plus de 5 000 tonnes de papier

Les méthodes pour étudier l’ADN

« Big data »



TCGCTACG

Barcoding ADN

L'identification moléculaire : le barcoding ADN

Barcode ADN : 
� fragment d'ADN présent chez l'ensemble des espèces d’intérêt et 

permettant de les discriminer

Spécimen ADN Barcode Espèce

Un organisme --------------> Une séquence --------> Une espèce 



ATCGCTA
TCGCTACG
GCTACAG
GGCTAG

Echantillon
(sol, eau…) Metabarcodes EspècesADNe

Le metabarcoding ADN : extension du barcoding à de l’ADN environnemental

ADN environnemental (ADNe) : 
� ADN obtenu à partir de sol, d’eau, de sédiment, d’air, de fèces d’animaux, etc.
� Intra- et extra-cellulaire, généralement dégradé et adsorbé sur des particules
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Le metabarcoding ADN : extension du barcoding à de l’ADN environnemental

ADN environnemental (ADNe) : 
� ADN obtenu à partir de sol, d’eau, de sédiment, d’air, de fèces d’animaux, etc.
� Intra- et extra-cellulaire, généralement dégradé et adsorbé sur des particules

Metabarcoding ADN

Restes de 
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-----------------------------------> Nombreuses 

séquences
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Analyse bioinformatique des séquences



Metabarcoding : processus d’analyse

Echantillonnage Extraction d’ADN
Amplification par 

PCR

Séquençage
Analyse des 
séquences

Analyses 
écologiques



Le multiplexage

Echantillonnage et 
extraction d’ADN

PCR

Séquençage

Résultats

AC
GT
TA

AC
GT
TG

AC
GT
TA

AC
AT
TA

AC
GC
TA

Bioinformatique

AC
GT
TA

AC
GT
TG

AC
GT
TA

AC
AT
TA

AC
GC
TA

Séquençage 
traditionnel

Séquençage 
nouvelle génération



Exemple du metabarcode ADN des plantes



Le metabarcode idéal

Région conservée 
servant d’ancrage à 

l’amorce forward

Région conservée 
servant d’ancrage à 

l’amorce reverse

Région variable = 
metabarcode

~ 100 pb (ADN dégradé)



Le metabarcode idéal

Région conservée 
servant d’ancrage à 

l’amorce forward

Région conservée 
servant d’ancrage à 

l’amorce reverse

Région variable = 
metabarcode

Exemple du metabarcode ciblant les vers de terre

~ 70 pb

Design bioinformatique des metabarcodes



Différences entre barcodes et métabarcodes ADN

Barcode ADN Metabarcode ADN

Qualité de l’ADN + à +++ - à +++

Longueur de fragment +++ - à +

Résolution taxinomique +++ - à +++

Nombre de taxons cibles - ++ à +++

Nombre de séquences - ++ à +++

Application Taxinomie Ecologie

Implications pour le metabarcoding
•Biais potentiel d’amplification PCR
•Résolution taxinomique généralement moins bonne
•Rôle central du séquençage nouvelle génération et de la bioinformatique



Information fournie par le metabarcoding

Chartreuse Grenoble
Espèce Metabarcode Site 1 Site 2 Site 1 Site 2

Aporrectodea icterica catcttaatgaagactaaaacttcactaaa 836954 649677 834031 1359355

Aporrectodea longa tattttaacaaaaacccaaaaattttcaataaa 2 6 244463 271829

Aporrectodea sp cattttaataaaaattataaattttactaaa 0 0 236024 236678

Octolasion cyaneum cattttaatagaagcttactattctaataaa 468462 3823 0 2

Lumbricus terrestris aatttaaataaatataaaaaatttactaaa 0 0 174286 143682

Octolasion tyrtaeum cattttaatagaaaaataatatcctaataaa 306476 0 0 2

Lumbricus castaneus aatttaaataaatataaaaaaatttactaaa 0 0 56 131001

Aporrectodea longa tattttaacaaaacccaaaaattttcaataaa 2469 105312 159 145

Allobophora chlorotica cattttaataaagatataaactttactaaa 0 0 51953 43196

Aporrectodea caliginosa tattttaataaaaaaatataaatttttaataa 0 23005 0 0

Bienert R, et al. (2012) Molecular Ecology

Exemple des vers de terre : liste d’espèces et nombre de séquences correspondant 



Information fournie par le metabarcoding

MOTU Metabarcode Echantillon 1 Echantillon 2
MOTU 1 ccacgccgtaaacgatgtcgatttggaggctgtgtccttgagacgtg

…aacacaggtgctgcatggctgt 1459 7006
MOTU 2 ccacgccgtaaacgatgatcactaggtgttgggggtcgaacctcag

…tagtgacaggtggtgcatggctgt 0 8017
MOTU 3 ccacgccgtaaacgatgaatactaggtgtagggggtgtcaactccc

…atgacaggtggtgcatggttgt 0 341
MOTU 4 ccacgccgtaaacgatgagtgctagctgtagggagctataagttctc

…atacaggtggtgcatggttgt 9989 0
… … … …

Bases de références incomplètes à liste de MOTUs (Molecular Operational
Taxonomic Units) et nombre de séquences correspondant 

Exemple de bactéries intestinales de poissons

MOTU 1 = Embranchement des Gammaprotéobactéries
MOTU 2 = Famille des Fusobacteriaceae
MOTU 3 = Famille des Clostridiaceae
MOTU 4 = Ordre des Lactobacillales

ClostridiaceaeClostridiaceae



Cas d’étude 1 – Preuve de concept du metabarcoding chez les plantes 

Echantillonnage de sols de landes et de prairies 
Analyse du metabarcode plante



Inventaire botanique Analyse par metabacoding
Avenella flexuosa Bistorta vivipara

Viola
biflora

Anthoxanthum nipponicum

Alchemilla sp.

Poa sp.

Salix sp.

Taraxacum sp.

Carex sp.

Deschampsia sp. Calamagrostris sp.Rumex sp.

Festuca sp.

Equisetum sp.



Surreprésentation des plantes herbacées dans le jeu de données metabarcoding
Surreprésentation des ligneux dans l’inventaire botanique
à Les herbacées laissent plus d’ADN dans le sol



Points de couleur : 
inventaire botanique

Cercles de couleur :
metabarcoding

Analyse non symétrique des correspondances (données de présence/absence)
4 sites échantillonnés, prairie et lande à chaque fois

Ellipse en trait plein : 
variabilité à l’échelle de la 
communauté avec 
l’inventaire botanique

Ellipse en pointillés : 
variabilité à l’échelle de la 
communauté avec le
metabarcoding



Quelle est la persistance de l’ADN dans le sol ?



Rang 
taxonomique Nom scientifique Nombre Séquence

Famile Apiaceae 210517 atcctattttccaaaaacaaacaaaggcccagaaggtgaaaaaag

Sous-famille Pooideae 151799 atccgtgttttgagaaaacaagggggttctcgaactagaatacaaaggaaaag

Ordre Asterales 137806 atcacgttttccgaaaacaaacaaaggttcagaaagcgaaaatcaaaaag

Tribu Poeae 132486 atccgtgttttgagaaaacaaggaggttctcgaactagaatacaaaggaaaag

Famile Asteraceae 122047 atcacgttttccgaaaacaaacaaaggttcagaaagcgaaaataaaaaag

Genre Leontodon 109979 atcacgttttccgaaaacaaacgaaggttcagaaagcgaaaataaaaaag

Famile Apiaceae 83485 atcctattttccaaaaacaaacaaaggcctagaaggtgaaaaaag

Espèce Lathyrus pratensis 70936 atccttctttccgaaaacaaacaaataaaagttcagaaactgaaaatcaaaaaa
g

Tribu Hedysareae 69369 atcctgaaacaaataaaagttcagaaagtgaaaataaaaaaag

Sous-famille Asteroideae 62708 atcacgttttccgaaaacaaacaaaggttcagaaagcgaaaagaaaaaaaa

Espèce Vicia cracca 42598 atccttaagttaaaatcaaaaaag

… … … …

Espèce Secale cereale 7476 (0.3%) atccgtgttttgagaaaacaaggggttctcgaactagaatacaaaggaaaag

Espèce Solanum tuberosum 2185 (0.09%) atcctgttttctgaaaacaaacaaaggttcagaaaaaaag

Espèce Hordeum vulgare 605 (0.02%) atccgtgttttgagaagggattctcgaactagaatacaaaggaaaag



Quelle est la persistance de l’ADN dans le sol ?



Cas d’étude 2 – Cartographie de la biodiversité en milieu tropical



100 m

Parcelle H20, station des Nouragues (Guyane) 
Echantillonnage de sol en grille tous les cinq mètres

Cas d’étude 2 – Cartographie de la biodiversité en milieu tropical

Suivis de plusieurs groupes taxinomiques (plantes, 
bactéries, champignons , eucaryotes, termites)







Metabarcode plante 1 Metabarcode plante 2 Metabarcode eucaryotes

Ilex sp. (Viridiplantae, Aquifoliaceae)



Cas d’étude 3 – Utilisation des terres et communautés de vers de terre 

L’utilisation des terres a-t-elle une influence sur les communautés de vers de terre ?

à 18 sites échantillonnés en zone de moyenne montagne



Cas d’étude 3 – Utilisation des terres et communautés de vers de terre 

Metabarcoding ADN Inventaire traditionnel

Nonmetric multidimensional scaling (NMDS) sur les communautés observées 

X Plantation de mélèzes
✱ Taillis de bouleaux   

Pâturage
Flèches en trait plein = variables explicatives significatives
Flèches en pointillés = variables explicatives non significatives



Cas d’étude 3 – Utilisation des terres et communautés de vers de terre 

Metabarcoding ADN Inventaire traditionnel

Nonmetric multidimensional scaling (NMDS) sur les communautés observées 

X Plantation de mélèzes
✱ Taillis de bouleaux   

Pâturage
Flèches en trait plein = variables explicatives significatives
Flèches en pointillés = variables explicatives non significatives

Effet de l’utilisation des terres détectées avec 
le metabarcoding uniquement



Cas d’étude 4 – Bioévaluation de cours d’eau

1 – Echantillonnage
2 - Tri au laboratoire

Quatre phases

3 - Identification 
taxonomique

4 - Calcul de l’indice I2M2 
et de ses métriques 

élémentaires

Basée traditionnellement sur les macroinvertébrés benthiques (indice I2M2)

L’ADNe permet-il de court-circuiter les phases 2 et 3 qui sont fastidieuses ?



Cas d’étude 4 – Bioévaluation de cours d’eau

Référence
Acidification
Altération hydrologique
Contamination organique
Contamination toxique

• 2 zones géographiques X 
3 types de pressions X 3 
stations = 18 sites 
échantillonnés

• 2 metabarcodes étudiés 
(eucaryotes et insectes) + 
le barcode ADN classique

Paris

Lyon

Référence
Acidification
Altération hydrologique
Contamination organique
Contamination toxique

Vosges

Alpes/Jura



Cas d’étude 4 – Bioévaluation de cours d’eau

Contamination chimique

Contamination 
organique

Acidification

Perturbation hydrologique 
+ contamination organique

Contamination organique

Perturbation hydrologique 
+ contamination organique

Très Bon
Bon
Moyen
Médiocre
Mauvais

Etat 
chimique/physique

a priori

Ref

G
ra

di
en

t d
e 

pr
es

sio
n

+

Analyse Factorielle des Correspondances (AFC)

A1 Ref
Gradient de pression

+ A2 A3

V1 V2 V3 P. Usseglio-
Polatera, comm. 

pers. 



Cas d’étude 5 – Inventaire de poissons d’eau douce

• Comparaison du metabarcoding ADN et des méthodes traditionnelles 
(capture au filet et pêche électrique)

• Echantillonnage d’étangs, lacs, ruisseaux, rivières, fossés
• Utilisation du metabarcode « poisson »



Total

ADNe

Cas d’étude 5 – Inventaire de poissons d’eau douce

Méthodes 
traditionnelles

Nombre d’espèces détectées



Autres applications de l’ADNe

• Reconstruction de communautés passées à partir de sédiments lacustres
• Régimes alimentaires
• Détection d’espèces envahissantes ou menacées
• Analyse de microbiotes
• Etc.

Nombre de publications avec comme mot-clé « environmental DNA » ou « metabarcoding »



Les coûts

Exemple de 80 échantillons de sol et analyse d’un metabarcode

Environ 55 euros l’échantillon pour une collaboration
Environ 83 euros l’échantillon pour une prestation de services

Coût incluant l’extraction d’ADN, les PCR, le séquençage, l’analyse 
bioinfomatique et la main d’œuvre + tous les contrôles à chaque étape

4 réplicats de PCR par échantillon, profondeur de séquençage de 10.000 
séquences par échantillon



Les limites

• Résolution taxinomique : bases de références incomplètes et metabacodes
non résolutifs

• L’échantillon : dans le sol, seulement ADN de plantes et d’organismes du sol
• Erreurs de PCR / séquençage : inflation artificielle du nombre de taxons 

détectés (diversité alpha)

• Biais de PCR : amplification préférentielle de certains taxons
• Information quantitative : à quoi correspond l’abondance des séquences ?



Un article problématique



19 embranchements et 296 familles détectés

Un article problématique



• Pas de réplicats biologiques
• Pas de réplicats techniques
• Utilisation du barcode classique COI, trop long pour travailler avec de l’ADN 

environnemental dégradé
• Protocole de séquençage pouvant générer des chimères
• Assignation taxonomique basée 90% d’homolgie seulement à faux positifs
• Assignation au niveau famille, peu de séquences avec 100% d’identité
• Séquence conservée seulement si la famille est présente en Suisse ou les pays 

alentours

Un article problématique

54 familles détectées avec une seule séquence
96% du jeu de données qui part à la poubelle
Aucun garde-fou pour s’assurer de la validité et de la reproductibilité des résultats



Le futur du metabarcoding ADN

La capture par hybridation pour contourner les problèmes liés à la PCR   



Le futur du metabarcoding ADN

La capture par hybridation pour contourner les problèmes liés à la PCR   

++
• Amélioration de 

l’information quantitative
• Meilleure résolution 

taxonomique
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Exemple d’un fichier de séquences brut (format FASTQ)


