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Code-barres ADN pour caractériser la biodiversité
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Les nouvelles techniques de biologie moléculaire haut-débit permettent d'identifier les espéces de notre
environnement. En caractérisant de courts fragments de leur ADN qui persistent dans le milieu, il est ainsi possible
d'inventorier la biodiversité d'un écosysteme a partir d'échantillons d’eau, de sol ou d'excréments. L'intérét de ces
inventaires est extrémement divers. Ils permettent de détecter la présence d'espéces discreétes, de reconstituer des
paléo-environnements ou encore de caractériser des régimes alimentaires. Ils of frent aussi des perspectives pour la
tracabilité par 'ADN et le controle d authenticité des produits agro-alimentaires et cosmétiques.

1. Un outil de diagnostique universel

Caractériser la biodiversité en especes est un enjeu scientifique et sociétal majeur. En effet, identifier les especes est un
préalable nécessaire a la compréhension de leurs interactions qui conditionnent le fonctionnement, la dynamique et I'évolution
des écosystemes. Cette étape est aussi nécessaire pour pouvoir conserver voire restaurer la biodiversité dans un contexte de
changement global due aux variations du climat, au changement des modes d'utilisation des terres, a l'urbanisation. La
description des especes n'est pas une préoccupation nouvelle, elle concerne depuis toujours toutes des sociétés humaines qui
prélevent des organismes dans leur environnement a des fins diverses : alimentaires, médicales, culturelles, etc.

Les especes ont été et sont encore décrites essentiellement sur la base de criteres morphologiques, qui ont été complétés, au fil
des progres scientifiques, par des critéres moléculaires reposant notamment sur la caractérisation de I'ADN (lire Qu’est-ce que la
Biodiversité ?). Ces derniers sont particulieérement pertinents pour étudier des groupes dans lesquels la morphologie est
difficilement accessible, comme les micro-organismes, ou peu variables, tels que les nématodes.

Le projet Barcode of Life|1] a démarré dans les années 2000 pour fournir un outil de diagnostic universel de la diversité,

utilisable dans de nombreux domaines : écologie, agronomie, réglementation douaniere, etc. Il a ainsi contribué a accélérer la
description de la biodiversité encore inconnue. Ce projet repose sur la notion de code-barres ADN (en anglais DNA-barcoding) :
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il s'agit d'obtenir des données génétiques standardisées a partir de spécimens référencés dans des collections et identifiés par des
taxonomistes, pour identifier par la suite de facon fiable et rapide les especes dont sont issus des individus prélevés dans leur
environnement. Le code-barres ADN correspond au fragment standard d'’ADN dont la séquence est caractéristique de I'espece.
Par exemple, pour caractériser des especes animales, les chercheurs impliqués dans Barcode of Life ont défini une région du
gene mitochondrial codant pour la cytochrome oxydase 1 comme fragment de référence.
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Figure 1. Principe de l'analyse de composition d'un échantillon environnemental. Dans une premiere étape, I'ADN de chaque échantillon
est extrait. 1l est ensuite amplifié par PCR en utilisant des amorces définies. Tous les fragments d'’ADN d'un méme échantillon sont marqués
avec une méme étiquette. Les échantillons sont ensuite mélangés, c'est le multiplexage, puis séquencés par des appareils permettant le
séquencgage massif. Les séquences provenant d'un méme échantillon portent toutes la méme étiquette, il est donc possible de déterminer
toutes les séquences provenant d'un méme échantillon. Puis, les espéces présentes dans un échantillon donné sont identifiées par
comparaison avec les bases de données.

Cette notion de code-barres est utilisée par les taxinomistes, mais aussi par les écologistes qui la considere plus largement comme
l'utilisation de toute technique d’analyse de ’ADN pour identifier des spécimens. Cette stratégie permet d'identifier les especes
présentes dans un milieu alors méme que les individus n'y sont pas facilement accessibles. Cela concerne les micro-organismes
bien sur, mais aussi les macro-organismes animaux et végétaux dont on peut détecter la présence grace aux traces d’ADN qu’ils
laissent : cadavres, mucus, excréments... Le principe ? Extraire TADN d’un échantillon environnemental (eau, sol, féces), puis a
amplifier par PCR le fragment cible correspondant au code-barres a I'aide d’'un couple d’amorces prédéfini [2]. Ces amorces
peuvent étre spécifiques d’une espece. Cette approche permis de détecter la présence d’une espece invasive comme la grenouille
taureau, mé€me a faible densité, a partir d’échantillons d’eau de mare. A Tinverse, les amorces peuvent étre définies de maniere
pertinente pour étudier un large spectre d’especes. On parle alors de metabarcoding. Dans ce cas, il faut séquencer les amplicons
produits par PCR, puis les comparer a une base de référence pour les relier a une espece donnée (Figure 1).

2. Une approche de biologie moléculaire au service de 1'écologie

Pour une approche de metabarcoding permettant de déterminer efficacement un ensemble d'especes dont les ADN sont en
mélange dans un échantillon environnemental, il est nécessaire de définir de bons codes-barres ADN. Ces code-barres doivent
présenter une séquence variable entre espéces mais trés conservée au sein d’'une méme espeéce, afin d'avoir un fort pouvoir
discriminant. Cette séquence doit étre encadrée par deux zones treés conservées d’une espece a l'autre, pour permettre
I'amplification du fragment par PCR chez le plus grand nombre d’especes possible (vaste couverture taxonomique). La tres
bonne conservation des sites de fixation des amorces PCR est importante pour permettre une amplification non biaisée des
especes composant le mélange. De plus, le fragment amplifié doit étre court pour permettre de caractériser des matrices
dégradées. En effet, la dégradation fragmente 1'ADN rendant difficile I'amplification de fragments de plus de 150 nucléotides.
De plus, I'ADN étant généralement en quantité limitante, on privilégie I'utilisation de fragments d’ADN mitochondriaux ou
chloroplastiques dont le nombre de copies par cellule est 100 a 1 000 fois supérieur a celui de ’ADN nucléaire. Il est également
utile de définir des codes-barres ADN phylogénétiquement informatifs (i.e. dont le niveau de divergence refléte la divergence
entre especes) afin de pouvoir relier des especes inconnues a des especes connues proches. Les grandes bases de données, riches
en séquences d'espéce variées sont maintenant utilisées a 1'aide d'outils bio-informatiques dédiés pour définir le code-barres les
plus pertinents pour étudier un groupe d’organismes. Il s'agit, a partir d’'un jeu de séquences de référence prédéfini, de rechercher
des zones courtes et variables encadrées par des zones conservées pour choisir les amorces d’amplification les mieux adaptées.
Ces approches bio-informatiques permettent aussi d'estimer le pouvoir discriminant et la couverture taxonomique des
codes-barres a partir de toutes les séquences théoriquement amplifiables dans une base de données.
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Figure 2. Reconstitution de paléo-environnement a partir de pergélisols (Sud Chukotka, Russie). Prélevement d’échantillons de sédiment
[source : © E. Willerslev] et quelques-unes des espéces identifiées par metabarcoding [source : © Station Alpine Joseph Fourier].

Une fois le code-barres ADN défini, il est utilisé pour identifier 'ensemble des especes présentes dans un échantillon
environnemental selon le processus suivant (Figure 1) :

La premiere étape est 'échantillonnage ; il doit se faire selon des normes strictes évitant toute contamination (Figure 2).

L’extraction de PADN de chaque échantillon est réalisée selon un protocole adapté au type d’échantillon a étudier (eau, sol,
excrément...).

Les ADN extraits sont ensuite amplifiés par PCR avec les amorces correspondant au code-barres. Par ailleurs, 'information
nécessaire a l'attribution de chaque séquence a un échantillon donné doit impérativement €tre préservée. Cette information se
présente sous la forme d'un oligonucléotide différent pour chaque échantillon. II joue le role d’une étiquette (ou tag) placée a une
extrémité des amorces d’amplification. Ces dernieres sont identiques pour tous les échantillons (Figure 1). A cette étape, il est
possible de bloquer 'amplification d’une espece particuliere en utilisant un oligonucléotide se positionnant spécifiquement sur
I’ADN de I'espece a exclure et qui empéche la réaction de polymérisation de I'ADN. Cette technique est, par exemple, utilisée
pour étudier le régime alimentaire d'un carnivore a partir de feces. Afin d'identifier toutes les proies potentielles, on utilise des
amorces amplifiant TADN de tous les mammiferes. Il faut cependant bloquer I'amplification de I' ADN du prédateur, présent en
grande quantité et qui pourrait masquer la détection de certaines proies. Apres PCR, chaque échantillon est alors représenté par
un mélange des codes-barres ADN amplifiés (amplicons) des especes qu'il contient.

Les produits PCR des divers échantillons a analyser sont mélangés au cours d'une étape de multiplexage réalisée avant
séquencage (Figure 1).

Le séquencage haut-débit des amplicons est réalisé. Le développement de ces nouvelles techniques a permis le développement
des approches métabarcoding jusqu'alors inenvisageables dans la pratique. Les technologies actuelles permettent de séquencer en
parallele plusieurs millions de molécules d'’ADN [3]. Partant de plusieurs centaines d'échantillons, quelques milliers de séquences
sont suffisantes pour fournir une information pertinente.

Apres séquengage, les séquences sont triées par échantillon griace aux tags, puis assignées a des espéces par comparaison avec
des séquences de référence.

La premiére étape est 'échantillonnage ; il doit se faire selon des normes strictes évitant toute contamination (Figure 2).

L’extraction de PADN de chaque échantillon est réalisée selon un protocole adapté au type d’échantillon a étudier (eau, sol,
excrément...).

Les ADN extraits sont ensuite amplifiés par PCR avec les amorces correspondant au code-barres. Par ailleurs, I'information
nécessaire a l'attribution de chaque séquence a un échantillon donné doit impérativement étre préservée. Cette information se
présente sous la forme d'un oligonucléotide différent pour chaque échantillon. Il joue le role d’une étiquette (ou tag) placée a une
extrémité des amorces d’amplification. Ces derniéres sont identiques pour tous les échantillons (Figure 1). A cette étape, il est
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possible de bloquer 'amplification d’'une espece particuliere en utilisant un oligonucléotide se positionnant spécifiquement sur
I’ADN de I'espece a exclure et qui empéche la réaction de polymérisation de I'ADN. Cette technique est, par exemple, utilisée
pour étudier le régime alimentaire d'un carnivore a partir de feces. Afin d'identifier toutes les proies potentielles, on utilise des
amorces amplifiant TADN de tous les mammiferes. Il faut cependant bloquer I'amplification de I' ADN du prédateur, présent en
grande quantité et qui pourrait masquer la détection de certaines proies. Apres PCR, chaque échantillon est alors représenté par
un mélange des codes-barres ADN amplifiés (amplicons) des especes qu'il contient.

Les produits PCR des divers échantillons a analyser sont mélangés au cours d'une étape de multiplexage réalisée avant
séquencage (Figure 1).

Le séquencage haut-débit des amplicons est réalisé. Le développement de ces nouvelles techniques a permis le développement
des approches métabarcoding jusqu'alors inenvisageables dans la pratique. Les technologies actuelles permettent de séquencer en
parallele plusieurs millions de molécules d'ADN [3]. Partant de plusieurs centaines d'échantillons, quelques milliers de séquences
sont suffisantes pour fournir une information pertinente.

Apres séquengage, les séquences sont triées par échantillon griace aux tags, puis assignées a des espéces par comparaison avec
des séquences de référence.

Tout au long de ce processus, I'outil bio-informatique est indispensable. Il permet de trier les données, de constituer les bases de
référence, d'assigner les séquences aux taxons via ces bases, de définir des listes de tags et de gérer les erreurs de séquengage.

Sans aller jusqu'a I'identification des especes, on peut utiliser les différentes séquences obtenues pour définir des unités
opérationnelles (MOTUS pour Molecular Operationnal Taxonomic Units), a partir desquelles il est également possible de
quantifier la biodiversité des échantillons. C’est généralement le cas lorsque I'on travaille sur des micro-organismes dont la
plupart des especes ne sont ni décrites ni cultivables.

3. Caractériser des échantillons environnementaux : I'approche
métabarcoding

L'approche métabarcoding offre des alternatives aux méthodes souvent beaucoup plus lourdes a mettre en ceuvre qui étaient
jusqu’a présent utilisées pour décrire la biodiversité. Elle ouvre de nouvelles perspectives pour étudier le fonctionnement et
I’évolution des écosystemes, terrestres et aquatiques, qui requierent la connaissance préalable des communautés d’especes
interagissant en leur sein [4]. Décrire la biodiversité a partir d’échantillons de terre en utilisant le métabarcoding se révele, entre
autres, utile lorsque les individus sont difficiles a trouver et a identifier morphologiquement. C’est le cas de nombreuses especes
de la faune du sol dont la fonction au sein de 'écosysteme est essentielle : vers de terres, insectes, collemboles, etc. Le
métabarcoding peut aussi se substituer aux relevés botaniques classiquement utilisés particulierement dans des milieux ou la
diversité est extrémement élevée comme les foréts tropicales. L’Amazonie renferme 11 000 especes d’arbres dont la moitié
présente un risque d’extinction. Les méthodes botaniques classiques conduiraient a ignorer jusqu'a 20 % des genres présents ; une
bien meilleure résolution pouvant étre apportée par 1'utilisation de codes-barres ADN.
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Figure 3. L'analyse du régime alimentaire de la pantheére des neiges (Panthera uncia). Le régime alimentaire des animaux en voie de
disparition est une donnée importante a caractériser dans le but de mettre en ceuvre des actions de conservation. Les proies sont
particulierement dif ficiles a identifier lorsque l'on étudie des espéces rares, au comportement discret et occupant des territoires peu
accessibles. C'est le cas pour la panthére des neiges, espéce menacée emblématique, qui est peu populaire en Asie centrale car on lui attribue
d'étre un des principaux prédateurs de bétail. Cela lui vaut d'étre chassée, alors que des mesures conservatoires pourraient étre prises. En
ef fet, en mettant en ceuvre des techniques de métabarcoding pour analyser des féces de panthéres des neiges du Sud de la Mongolie,
Shehzad et ses collaborateurs (voir réf. 5) ont montré que l'essentiel de son régime alimentaire est composé de grand ongulés sauvages.
[sources photos : Argali, via Wikicommons ; Chévre © André Karwath Aka (CC BY-SA 2.5) via Wikimedia Commons ; Mouton (c)

Vertigoten (CC BY-SA 2.0) via Wikimedia Commons ; Perdrix © evancj via Wikimedia Commons ; Panthére, © Eric Kilby (CC BY-SA
2.0) via Wikimadia Commons ; Ibex, © Ksuryawanshi (CC BY-SA 4.0) via Wikimedia Commons]

Le métabarcoding se révele également une alternative aux méthodes traditionnelles de caractérisation des régimes alimentaires a
partir des feces ou de contenus d'estomacs (Figure 3) [S]. Dans ce domaine, I'identification au microscope de fragments de
cuticule de plante chez les herbivores ou de restes de proies chez les carnivores n’apporte que des informations tres partielles.
Les méthodes basées sur la caractérisation de ' ADN pour déterminer les espéces consommées constituent ainsi une approche
haut-débit permettant de décrypter les réseaux d'interactions trophiques dans les écosystemes.

Enfin, le métabarcoding s’avere spécialement efficace pour reconstituer des paléo-écosystemes alors méme que les especes qui
les composaient ont disparu. Les méthodes classiquement utilisées, comme 1'étude de macro fossiles et de pollens, sont lourdes a
mettre en ceuvre pour une faible résolution taxonomique. Des premieres études de métabarcoding d’échantillons de permafrost
(lire Le permafrost) datant de plus de 20 000 ans ont démontré une bien meilleure résolution que les analyses des pollens des
échantillons. L'étude de différentes couches de pergélisols de Sibérie (voir Figure 2) a montré que les steppes de la période
préglaciaire étaient constituées de plantes herbacées non graminoides qui ont été remplacées par des graminées a la période
postglaciaire. En parallele, 'analyse de contenus d'estomacs fossilisés a montré que les mammouths, qui ont disparu apres la
glaciation, se nourrissaient principalement de ces plantes non graminoides. L'approche métabarcoding a ainsi permis de corréler
le régime alimentaire des animaux disparus avec la variation drastique de la diversité végétale de leur écosysteme.

Grace au développement des nouvelles techniques de séquencage, le métabarcoding est devenu une alternative efficace aux
méthodes traditionnelles pour décrire la biodiversité a partir d’échantillons environnementaux [6]. De plus, il offre de nouvelles
perspectives pour réaliser des études intégrées a partir d'un méme échantillon, via 'analyse combinée de différents codes-barres.
On peut imaginer I'analyse simultanée du microbiote de I'intestin ou du rumen, du cortege de parasites et du régime alimentaire
d’une espece a partir de ses excréments. Les champs d’application ne se limitent pas aux études écologiques. Ils s’étendent aux
domaines pour lesquels 1'analyse de la composition de matrices complexes via la caractérisation de ' ADN est un enjeu :
médecine 1égale, agro-alimentaire, contrdles douaniers. ..
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