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1. CURRICULUM VITAE

1.1 ETAT CIVIL

Jean-Frangois Martin

» Maitre de conférences Hors Classe a Institut Agro | Montpellier SupAgro depuis
le 1°" janvier 2003 - 18 ans d’ancienneté

= Emploi 02-154, CNECA 2 au Ministére de I'Agriculture et de I'Alimentation
(équivalent CNU section 67)

= Néle 19 mars 1973 a Paray-le-Monial (Sadne et Loire)

= Nationalité Francaise

= Situation familiale : Pacs

Etablissement Actuel :

Institut Agro | Montpellier SupAgro — Département Biologie et Ecologie — UMR Centre
de Biologie pour la Gestion des Populations (CBGP) - Campus International de
Baillarguet, 34980 Montferrier/Lez

B : +33 768 950 612

L] : jean-francois.martin@supaqro.fr

¥ : @JFMartinSupagro

1.2 CURSUS PROFESSIONNEL, FONCTIONS EXERCEES, MOBILITE

2012-2013

2003-actuel

2002

2000-2002

1999-2000

Mise en délégation a Aix-Marseille Université pendant une année
universitaire pour effectuer un changement thématique (voir mémoire).

Maitre de Conférences : Montpellier SupAgro — UMR Centre de
Biologie pour la Gestion des Populations (CBGP) - Montpellier

Postdoctorat : EBCL : European Biological Control Laboratory,
Campus de Baillarguet Montferrier-sur-Lez : 9 mois (analyse de la
diversité en lutte biologique).

Postdoctorat : CSIRO : Commonwealth Scientific and Industrial
Research Organisation European Laboratory, Campus de Baillarguet-
Montferrier-sur-Lez : 18 mois (mise en place et exploitation d'un
laboratoire de biologie moléculaire dans une unité de lutte biologique)

Postdoctorat : Laboratoire de Biologie des Populations d'Altitude
(LBPA), UMR CNRS 5553 Université Joseph Fourier- Grenoble —
France 10 mois (Phylogéographie des perdrix grises et Phylogénie du
genre Capra)


mailto:jean-francois.martin@supagro.fr

1999 Attaché Temporaire d'Enseignement et de Recherche (ATER)
6 mois temps plein Aix-Marseille Université, Marseille

1997-1999 These de doctorat dans I'EA 2022 Biodiversité (Aix-Marseille
Université & Stanford University, CA, USA) - 2 ans

ACTIVITES ACTUELLES

Activités de recherche au sein de 'TUMR Centre de Biologie pour la Gestion
des Populations (CBGP) : Génomique environnementale, Analyse moléculaire de
réseaux trophiques, Bioinformatique

Activités d'enseignement dans le Département Biologie et Ecologie (BE) :
Génétique des populations, Evolution biologique et Ecologie animale appliquées a la
Gestion des populations, compétences pour la Recherche Scientifique.

1.3 TITRES ET FORMATIONS

1999 : These de doctorat soutenue le 25 octobre 1999 a Marseille, Formation
doctorale Biosciences de I'Environnement et Sante. Titre : « Phylogénies moléculaires
: exemples d'applications de I'espéce a la phylogénie des grands taxa ». Aix Marseille
Université. Mention trés honorable avec félicitations du jury.

Composition du jury :

H. Descimon Professeur, Universite Aix-Marseille |, Directeur de these
France

P. Taberlet DR1, CNRS U5553, Grenoble, France  Rapporteur

W.B. Watt Professeur, Stanford University, CA, Rapporteur
Etats-Unis

G. Brun MCF, Universite Aix-Marseille |, France Examinateur

E. Faure Professeur, Universite Aix-Marseille |, Examinateur
France

P. Pontarotti DR1, INSERM UI19, Marsellle, France = Examinateur

1997 . D.E.A. « Ecosystemes Agquatiques, Méditerranéens et Montagnards »
Université des Sciences et Techniques de St Jérdme (Aix-Marseille 111) Mention Bien.

1996 : Maitrise de Sciences Naturelles Université de Provence (Aix-Marseille 1)
Mention Assez Bien.

1995 : Licence de Sciences Naturelles Université de Provence (Aix-Marseille I)
Mention Assez Bien.



1.4 COMPETENCES ACQUISES PAR FORMATION

Langues : Ecriture Anglais Scientifique (Lu, écrit, parlé€)

Organisation et management : management d’équipe, concepts et outils de
productivité, gestion de projet Agile, gestion du temps, lecture rapide.
Biologie moléculaire : Construction de librairie HTS pour des applications
diversifiées (metabarcoding, transcriptomique, GBS, ddRAD, capture), design
expérimental haut débit, gqPCR pour génotypae et quantification relative et
absolue.

Bioinformatique : administration systeme Linux (Ubuntu), notions de
programmation (Python, R), versioning (Git), reporting (markdown),
containerisation (virtualisation Singularity) en environnement HPC et
bioinformatique (metabarcoding, transcriptomique, SNPS).

Analyse de données : Manipulation et visualisation de données (readr, dplyr,
tidyr, ggplot2), reporting (Rmarkdown, Jupyter Lab), versioning (Git), analyse
de données de réseau écologique.

Pédagogie : Pédagogie en enseignement supérieur, apprentissage par
probléme, approche par compétences, apprentissage incluant du distanciel.
Intégrité scientifique et Science Ouverte : recherche reproductible,
traitement des manquements a l'intégrité scientifique, open access, open data,
Gestion des données de la recherche.

1.5 ENCADREMENT D’ACTIVITES DE RECHERCHE

POST-DOCTORANTS :

Les post-doctorants ci-aprés étaient sous ma responsabilité ou co-responsabilité
directe.

Vincent Lesieur!? : |utte biologique contre une espéce envahissante
en Australie, Sonchus oleraceus (Asteraceae). CBGP 4 ans de
2017-2020, Aujourd’hui Research Scientist au CSIRO

Emmanuel Guivier®2%2° : Microbiota Diversity Within and Between
the Tissues of Two Wild Interbreeding Species. Aix-Marseille
Université 3 ans de 2017-2019

Grégory Mollot: System approach for the TRAnsition to bio-
DIVersified agroecosystems. CBGP 2 ans de 2016-2017

Scott McCairns’ : Approche pan-génomigue de la phylogeographie
et de I'adaptation de Pseudorasbora parva. CBGP 2 ans de 2015-
2016. Aujourd’hui Chercheur a INRAE

Vincent Lesieur>!41%: Phylogéographie et routes de colonisation
d’'insectes ravageurs des cultures aux Etats-Unis. CBGP 1 an en
2015. Aujourd’hui Research Scientist au CSIRO



= Emmanuel Corse®3 : Evolution du régime alimentaire de poissons
cyprinidae. Deux séjours de 1 mois en 2014. Université Aix-
Marseille

» Jamie Winternitz: Evolution du CMH chez les rongeurs. 3 mois en
2014. Académie des sciences de République Tcheque, Studenec.

= Andrea Simkova**4°® : Adaptation du CMH. Plusieurs séjours de 3
mois de 2003 a 2008. Université de Brno, République Tcheque.

DOCTORANTS :

Dans la liste présentée, Mélodie Ollivier correspond a un co-encadrement au sens
formel du terme. Pour les autres encadrements il s’agit de participation a leur
encadrement dans un aspect de leurs travaux.

Mélodie Ollivier!? (co-direction formelle) : Réseaux d’interaction
biologique et implications pour la lutte biologique contre une
espece envahissante en Australie, Sonchus oleraceus
(Asteraceae). 2017-2020. Montpellier SupAgro, Montpellier.
Aujourd’hui enseignante-chercheuse contractuelle a PURPAN

David Fletcher : ROle de la plasticité dans I'adaptation génomique
de Pseudorasbora parva. Encadrement des aspects de
Génomique, these en cours. 2014-2017. Université de
Bournemouth, Grande Bretagne.

Martina Vyskocilova*®#345>: Phylogénie du CMH chez les
poissons. Plusieurs séjours de 1mois pendant sa these. 2009-
2011. Université de Brno, République Tchéque. Aujourd’hui en
post-doctorat a I'université de Prague.

Adam Konecky : génotypage de rongeurs et évolution du CMH.
Plusieurs séjours de 6 mois pendant sa these. 2007-20009.
Université de Brno, Républigue Tchéque. Aujourd’hui en post-
doctorat a Turin, Italie

Eva Ottova®® : Phylogénie du CMH chez les poissons. Plusieurs
séjours de 6 mois pendant sa these. 2005-2007. Université de
Brno, République Tcheque. Actuellement Responsable d'un
centre de conservation en république tchéque.

Thibaut Malausa?3242527.28:30.333641C1 - Gtrycture génétique des
populations de pyrale du mais. These au CBGP. 2004-2006.
Montpellier. Actuellement Chercheur a I'INRAE

Grégory Mollot!” : Impact des pratiques agricoles sur le réseau
trophigue dans les bananeraies en Martinique, barcoding
environnemental. 2009-2011. Actuellement Auto-entrepreneur.



ETUDIANTS EN MASTER :

» Fanny Beénetiere: master 2: Caractérisation des relations
trophiques au sein du cortége d'Arthropodes associés a Sonchus
oleraceus et implication pour la lutte biologique contre cette
adventice invasive en Australie. Partie Europe. (mars-aout 2018)

» Maeva Labouyrie: master 1: Caractérisation des relations
trophiques au sein du cortege d’arthropodes associés a Sonchus
oleraceus et implication pour la lutte biologique contre cette
adventice invasive en Australie. Partie Australie. (septembre-
décembre 2018) — aujourd’hui doctorante

= Maxime Corbin?: master 1: Caractérisation de la variabilité
fonctionnelle et morphologique entre différentes populations de
Sonchus oleraceus, via une expérimentation en jardin commun.
(mars-juillet 2018) — aujourd’hui doctorant.

» Camille Rouviere: master 2: Mise au point d’'une méthode de
génotypage haut-deébit par l'utilisation de la courbe de fusion haute
résolution pour établir la structure de la diversité génétique de C.
assimilis.

= Boris Fumanal>#®%° : master 2 : Caractérisation de la structure de la
diversité génétique de Ceuthorhynchus assimilis et implications pour
le contrble biologique de Lepidium draba — aujourd’hui enseignant-
chercheur a 'université de Clermont Auvergne

= Céline Jolivet : master 2 : Phylogeny of the genus Raphanus and
biological control against Wild radish — aujourd’hui chercheuse au
Thinen Institute (Allemagne)

1.6 ENSEIGNEMENT

Presentation. La majeure partie de mes activités d'enseignant se déroule dans le
cadre de la formation initiale des deux cursus d'ingénieurs et du master 3A de I'Institut
Agro | Montpellier SupAgro. Ces enseignements se retrouvent dans les trois années
de formation jusqu'en option. Le fil conducteur qui structure mon engagement est,
partout ou c’est possible, de mettre I'accent sur la double entrée Ecologie et Evolution
pour appréhender I'organisation et le fonctionnement de la biodiversité a toutes les
échelles dans le contexte de transitions vers la durabilité. A travers mes interventions
ou mes responsabilités d’organisation, mon objectif général est doptimiser la
cohérence des disciplines liées a I'écologie et I'évolution dans nos parcours et de
favoriser la réflexion des éleves sur les interactions biologiques qui régissent non
seulement les agrosystemes mais de facon plus générale les écosystemes en
intégrant divers niveaux d'organisation du vivant et en privilégiant des approches
intégratives de I'écologie. Les notions que je souhaite transmettre au cours du cursus
des éleves vont de la prise de conscience de la complexité des systémes biologiques



en premiére année a l'analyse des interactions biotiques dans les divers modules
auxquels je participe et/ou anime par la suite. Perspectives. Je pense avoir trouvé ma
place dans I'ensemble des collectifs institutionnels et pédagogiques. Ma participation
a de nombreux groupes de travail transversaux et mon investissement renouvelé me
permettent d’avoir une vision assez claire de ma mission d’enseignement, d’autant
gu’elle est cohérente avec mon activité de recherche. L'animation du collectif partout
ou je suis en responsabilité est une de mes priorités pour optimiser la pertinence du
projet pédagogique quand c’est possible, et insuffler a ma modeste échelle la transition
pédagogique vers des approches actives de I'apprentissage.

1.7 JURYS ET COMITES DE THESE

J'ai participé a différents jurys de recrutement d’ingénieurs en Biologie Moléculaire
pour I'INRA, l'université d’Aix-Marseille et I'IRD (respectivement en 2011, 2012 et
2003) ainsi que pour le recrutement d’un administrateur de parc informatique pour
'unité (TR, INRA) en 2012 (voir annexe H). J'ai été membre de la commission de
spécialistes de l'université Aix-Marseille entre 2004 et 2007.

J'ai participé a trois comités de thése pour Pascaline Dumas (2009-2013), Grégory
Mollot (2008-2012) et David Fletcher (2014-2018).

1.8 ANIMATION DE LA RECHERCHE ET EXPERTISE

REFERENT A L'INTEGRITE SCIENTIFIQUE

A ce titre jassure les missions définies par le vademecum édité par I'OFIS (Office
Francais d’Intégrité Scientifique) pour la mise en place de la circulaire du MESRI
relative a I'Intégrité Scientifique. Je prépare la signature des chartes nationales et
européennes, de déontologie scientifique. Je participe a la conférence des signataires
et au réseau national des Référents. J'assure la promotion de l'intégrité scientifique
dans la collectivité scientifique de I'établissement et je traite les allégations de
manquement a l'intégrité scientifique quand elles concernent un membre de cette
collectivité. Je rends compte de ces traitements a la direction de I'établissement en
indépendance hiérarchique.

Ma lettre de mission pour ces activités : https://tinyurl.com/HDRJFMmissions

DELEGUE A LA POLITIQUE SCIENCE OUVERTE

A ce titre, jai pour mission d’apporter mon soutien a la Direction déléguée aux
formations et a la politique Scientifique de I'établissement dans ce domaine en étant
responsable de la veille réglementaire, la coordination de mes actions avec mes
homologues au sein des opérateurs de recherche partenaires et j'informe la collectivité
scientifique de I'établissement des formation disponibles. J'assure la promotion du
développement de bonnes pratiques en matiére de recherche et de publication en libre
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acces a travers la plateforme HAL de I'établissement. Je participe aux actions de
communication sur la diffusion des résultats de la recherche.

Ma lettre de mission pour ces activités : https://tinyurl.com/HDRJFMmissions

MEMBRE DU COLLEGE DONNEES DU COMITE NATIONAL POUR LA
SCIENCE OUVERTE

Le College Données du comité pour la Science Ouverte a pour missions de faire naitre
des actions a partir des enjeux identifiés par les communautés de recherche ou les
spécialistes, portés par les membres du college ou issus de veilles diverses ; construire
ou faire construire des actions en application des orientations/décisions politiques
relayées par le CoSO ; Coordonner les activités des divers groupes et procéder au
suivi des groupes projets qui relevent du College. Dans ce cadre je participe aux
travaux pléniers du Collége et je coordonne actuellement le Groupe de Travail sur la
diffusion des données de Recherche liées aux publications.

Ma lettre de mission pour ces activités : hitps://tinyurl.com/HDRJFMcoso

EVALUATEUR AGENCE DE FINANCEMENT ET REVIEWING

J'ai été évaluateur pour le Programme-cadre pour la recherche et le développement
technologiqgue PCRD7 (2007-2013) et pour 'académie des Sciences de République
Tcheque (2005-2015).

Je suis relecteur pour plusieurs publications internationales (6-10 par an) ayant des
thématiques de publication autour de la génomique, les approches NGS et la
bioinformatique pour résoudre des questions scientifiques dans ma thématique (Mol
Ecol Res., BMC bioinformatics, BMC genomics, Plos One, Nucleic Acid Res, Nature
Methods...).

1.9 OBTENTION DE CONTRATS DE RECHERCHE

Ci-apreés figure la liste des contrats de recherche obtenus ces dix dernieres années
ainsi que la somme allouée a mes activités et les collaborations impliquées hors UMR.

2020- 2023 ANR Cultiver et Protéger Autrement — MoBIiDiv: Mobiliser et
Sélectionner la diversité cultivée intra et inter spécifique pour un changement
systémique vers une agriculture zéro-pesticide — collaborateur — 35k€ - UMR AGAP,
Montpellier

2017-2018 Agropolis Fondation - CAPTURE: Long Sequence DNA CAPTURE for
agrobiodiversity studies — 12k€ - UMR DIADE, Montpellier

2016-2020 Collaborative Research Agreement CSIRO: new biocontrol solutions
for sustainable management of weed impacts to agricultural profitability) — co-leader —
435k€ - CSIRO European Laboratory


https://tinyurl.com/HDRJFMmissions
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2014-2018 Agropolis Fondation - Projet Etendard STRADIV: System approach for
the transition to biodiversified agroecosystems — leader WP — 232k€ - UMR GECO,

Montpellier

2013-2017 ANR BIOADAPT — GENESIS: the role of GENetic diversity and
phenotypic plasticity in adaptations to changing Environments: a genomic analySIS
of a biological invasion — leader WP — 138k€ - UMR IMBE, Marseille & Bournemouth

University, UK

1.10 DEPOT DE BREVET OU DE LICENCE D’EXPLOITATION

Jean-Francois Martin (Montpellier SupAgro), Thibaut Malausa (INRA), André Gilles
(Aix-Marseille Université), Stéphanie Ferreira (Genoscreen S.A.) : protocole universel
de construction de banques enrichies en microsatellites par séquencage haut debit

454 GS-FLX Titanium pyrosequencing.

1.11 LISTE DE PUBLICATIONS (56)

En termes de production scientifique,
jai participé a la rédaction de 56
articles de rang A au total, avec un
équilibre sur la position en tant
gu’auteur selon les criteres d’évaluation
du Ministere de [I'Agriculture et de
I’Alimentation (16 en premier ou second
auteur, 19 en dernier ou avant-dernier
auteur, 20 autres positions).

1. Melodie Ollivier, Vincent Lesieur,

All Since 2015
Citations 3392 1692
h-index 27 18
i10-index 56 ch

285
1490
95
0

2013 2014 2015 26 2017 2018 25 2020

Figure 1: histogramme du nombre de
citations annuelles de mes publications.
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induced by importation biological control of weeds. September 2019. 4th symposium
on ecological network (Paris, FRANCE) M. Ollivier, V. Lesieur, A. Sheppard, J-F.
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How the study of interaction networks in native range helps the selection of biocontrol
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Thomann, S. Raghu, L. Morin, A. Sheppard, J-F. Martin et M-S. Tixier. Communication

Molecular analysis of ecological interactions for optimizing biocontrol of the invasive
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weed Sonchus oleraceus L. (Asteraceae) in Australia. August 2018. 15th International
Symposium on Biological Control of Weeds (Engelberg, SUISSE) M. Ollivier, V.
Lesieur, M. Jourdan, T. Thomann, S. Raghu, L. Morin, A. Sheppard, J-F. Martin et M-
S. Tixier. Communication

Comparison of prey consumption between outdoor and farm cats in a rural free-ranging
population of domestic cats (Felis s. catus). July 2014. 1st Feline Science Forum.
Marie-Amélie Forin-Wiart, Maxime Galan, Gérald Umhang, Sylvain Piry, Vanessa
Hormaz Bastid, Pauline Hubert, J-F. Martin, Frank Boué, Jean-Francois Cosson,
Claire Larose, Marie-Lazarine Poulle. Communication
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2. PARCOURS ET ACTIVITES DE RECHERCHE HORS PROJET
PRINCIPAL

Pour structurer les activités de recherche qui m’ont conduit au programme
actuellement au coeur de ma recherche, jai choisi d’adopter dans cette section du
mémoire une structure qui épouse globalement des grandes périodes de ma carriere
post-these et relate I'évolution des thématiques que jai abordées ainsi que les
compétences que j'ai développées dans ce processus. Les périodes ne sont données
gu’'a titre indicatif et ne correspondent pas nécessairement a des changements
thématiques brusques mais plutdt a une typologie du cceur de thématique majoritaire
a cette période. Ce cheminement me paraissait étre le plus éclairant sur mon parcours
et & méme de I'expliquer au mieux.

2.1 RECONSTRUIRE L'HISTOIRE EVOLUTIVE DE POPULATIONS
NATURELLES EN DESEQUILIBRE (1999-2006)

Les articles associés a cette thématique : #5, 14, 27, 28, 37, 39-43, 45-48, 50, 51, 54, 55

A l'issue de mon doctorat en octobre 1999, javais acquis une certaine expertise en
matiére de macro évolution et de reconstruction phylogénétique, majoritairement dans
le domaine de la phylogénie de taxa (species tree) mais aussi, par des collaborations
ponctuelles, dans celui de I'évolution de genes candidats sans objectif de transposition
des résultats aux especes porteuses du polymorphisme analysé (gene trees). Dans
ce dernier cas les enjeux étaient tout autant de I'ordre de la reconstruction de I'histoire
evolutive du gene étudié que parfois de détecter des signatures de sélection a I'échelle
macro-évolutive.

A la suite de cette premiere expérience, pour répondre a ma décision de compléter ma
formation par des approches d’évolution au niveau intraspécifique, mais aussi par ma
volonté de maitriser Il'acquisition des données moléculaires que javais peu
développée durant mon travail de thése, j'ai fait un premier séjour post-doctoral de 10
mois dans 'UMR Laboratoire d’Ecologie Alpine (UJF-CNRS a Grenoble, aujourd’hui
LECA) sous la direction de Pierre Taberlet. Pendant cette période, j'ai eu en charge
un projet de recherche ponctuel sur la phylogéographie de la Perdrix grise. Ce projet
de génétique de la conservation (populations en crash démographique et espece en
danger de disparition) a été pour moi une opportunité d’apprentissage intense, tant sur
le plan de I'acquisition des marqueurs moléculaires que de l'analyse de la diversité
génétique au niveau intraspécifique, champ qui m’était alors étranger.

Cette expérience m’a permis d'étre sélectionné par le CSIRO ((Commonwealth
Scientific and Industrial Research Organisation) dans son laboratoire européen a
Montpellier pour mettre sur pied un laboratoire de biologie moléculaire commun avec
'USDA (European Biological Control Laboratory, EBCL), deux opérateurs de
recherche présents sur le méme campus international. Cette tache, effectuée en
étroite collaboration avec ma collégue Marie-Claude Bon (USDA, EBCL), m’a permis
de mettre a profit 'expérience acquise précédemment et de la transposer au contexte

16



de la phylogéographie des ravageurs de cultures ou des adventices envahissantes en
retragant leurs routes de colonisation sur la base de l'analyse de leur diversité
intraspécifique. Cette expérience a également été une occasion d’appréhender les
enjeux sociétaux liés a ces systemes. Ce fut aussi le moment des premiers
encadrements d’étudiants de master en mon nom propre. Derriere une diversité
d’organismes cibles des programmes de contrdle biologiques du CSIRO et de 'USDA,
cette période (2000-2002) a correspondu a une poursuite de ma montée en
connaissances quant aux concepts évolutifs associés au polymorphisme
intraspécifique. D’autre part elle a également été tres riche d’enseignements sur les
aspects touchant au design expérimental, au choix des marqueurs moléculaires
pertinents et a leur mise en ceuvre par I'analyse fréquentiste ou bayesienne permettant
d’aborder des tests de scenarii démographiques sous un angle nouveau a cette
époque.

Les modéles d’étude ont été divers, plus précisément de deux types :

= Des plantes envahissantes (le passerage drave (Lepidium draba) et le radis
sauvage (Raphanus raphanistrum)) pour lesquelles nous cherchions a clarifier
la structure de la diversité génétique ainsi que l'origine ;

= Des Arthropodes, agents de lutte biologique potentiels contre ces adventices
(le charancon ceutorhynchus assimilis pour lutter contre L. draba par exemple)
ou des ravageurs des cultures comme la cochenille Maconellicoccus hirsutus
ou la tenthréde du blé Cephus cinctus

Le projet le plus aboutit dans ce cadre est sans aucun doute celui mené sur le
charancon Ceutorhynchus assimilis (articles # 5,15,48,50) qui a concerné un étudiant
de master (B. Fumanal) et plus récemment un post-doctorant (V. Lesieur). Partant
d’'une problématique de lutte biologique classique s’intéressant a la recherche d’'un
agent de contrdle contre L. draba, ce projet nous a amené a dérouler un sujet
complexe et multi-facettes qui a impliqué successivement I'analyse de la structure de
la diversité génétique de ce charancon (Figure 2), a mettre en évidence des entités
géneétiques cryptiques, a tester la présence de traces d’hybridation entre ces entités,
et enfin a en établir le spectre de plantes hétes in Natura mais aussi en
expérimentation. Les résultats de ces recherches ont éclairé le processus de sélection
de cette espéce comme agent de contrdle biologique pour lutter contre L. draba.
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Fig. 2. Distribution géographique des différentes lignées de Ceutorhynchus assimilis. La taille des
diagrammes circulaires est proportionnelle a la taille de I'échantillon. (Figure extraite de I'article #5)

Un second programme dans ce théeme s’est intéressé a la tenthrede du blé, Cephus
cinctus Norton (Hymenoptera : Cephidae), ravageur clé du blé dans le nord des
grandes plaines d'’Ameérique du Nord et récemment étendu vers le sud. Dans ce projet
nous avons examiné a la fois la divergence interspécifique entre les échantillons
collectés en Amérique du Nord et en Asie du Nord-Est, l'aire de répartition supposée
de C. cinctus, mais nous avons également caractérisé la structure de la diversité
génétique dans les principales régions productrices de blé en Amérique du Nord en
utilisant une combinaison de marqueur ADN mitochondrial et de microsatellites dans
des échantillons collectés a la fois dans des champs de blé et dans des plantes
sauvages. Les résultats obtenus (Figure 3) tendent a exclure I'hypotheése d'un
déplacement récent des populations de tenthrédes du blé nuisibles de la zone nord.
Le déplacement de l'utilisation de la plante héte par les populations humaines locales
semble étre le scénario le plus probable. Comme dans le cas de C. assimilis, ces
résultats ont été évalués dans le cadre de la lutte biologique et ont fourni une base
évolutive solide pour définir des stratégies de gestion de ce ravageur.
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Fig. 3 : A. arbre Neighbor-joining basé sur les distances de Cavalli-Sforza & Edwards (1967) calculées
entre les populations échantillonnées. B. partie supérieure. Représentation graphique de la structure
génétique des populations estimée par l'approche bayésienne de regroupement mise en ceuvre dans
le logiciel Structure. Les provinces / états sont indiqués au-dessus des parcelles, tandis que les localités
d'échantillonnage sont indiquées en dessous. Chaque individu est représenté par une ligne verticale et
la proportion de chaque couleur correspond au pourcentage de coancesterie dans chaque groupe
génétique. B. partie inférieure. Carte des échantillons en Amérique du Nord. Chaque localité est
représentée par un diagramme circulaire montrant l'ascendance (Q) parmi trois groupes génétiques,
telle que déterminée par l'analyse avec Structure. La taille des diagrammes circulaires est
proportionnelle a la taille de I'échantillon. C. Diagramme de l'analyse en coordonnées principales
(PCoA) basé sur la distance génétique entre les différentes populations. Chaque population est colorée
en fonction de la structure du groupe (K = 3). (Figure extraite de l'article #14)

Dans la droite ligne de ces projets développés pendant mes post-doctorats au CSIRO
(2000-2001) et a EBCL (2002), jai continué a utiliser les approches de génétique des
populations et de phylogéographie aprés mon recrutement en 2003 en tant que Maitre
de Conférence a Montpellier SupAgro dans 'UMR CBGP. Mon implication dans un
grand nombre de programmes de l'unité était liée a cette expertise en matiere
d’acquisition et d’analyse des données de type microsatellites en particulier. Loin de
le vivre comme une dispersion de mes activités, cela satisfaisait mon envie de
connaitre les projets de mes collégues et m'a permis de découvrir une grande diversité
de systemes biologiques et de questions de recherche associées dans l'unité et ses
partenaires. Parmi ceux-ci, je retiendrai deux exemples illustrant la mise en ceuvre de
la phylogéographie dans la compréhension de I'histoire évolutive des populations :
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L'analyse de la différenciation moléculaire des races d’hotes francaises de la
pyrale du mais (Ostrinia nubilalis).

Les populations francaises de la pyrale du mais sont constituées de deux races d’hotes
sympatriques et génétiquement différenciées. Ce systeme biologique est un bon
candidat pour étudier les processus qui pourraient étre impliqués dans la spéciation
sympatrique, mais les conditions initiales de la divergence entre les races d’hotes
doivent étre élucidées. Les généalogies genétiques ont permis de fournir un apercu
des processus impliqués dans la spéciation. Nous avons utilisé les séquences d'ADN
de quatre genes nucléaires pour (i) documenter la structure génétique des deux races
d’hétes francaises préalablement délimitées par des marqueurs allozymatiques, (ii)
trouver les genes directement ou indirectement impliqués dans l'isolement reproductif
entre les races hoétes, et (iii) estimer le temps écoulé depuis la divergence des deux
taxons et valider si cette estimation est compatible avec I'hypothese que cette
divergence soit correspond plutét au résultat d'un changement d'hote vers le mais
apres son introduction en Europe il y a environ 500 ans. Les généalogies obtenues
(Figure 4) ont révélé un polymorphisme partagé omniprésent, mais ont confirmé la
différenciation entre les deux races d'hétes. Des écarts importants par rapport aux
prévisions des modeéles neutres d'évolution moléculaire ont été détectés sur trois loci,
mais ceux-ci ils n'avaient a priori aucun lien direct avec la mise en place d’isolement
reproducteur entre les races d’h6tes. De plus, les estimations du temps écoulé depuis
la divergence entre les races d’hotes francaises variaient de 75 000 & 150 000 ans, ce
qui suggere que les deux taxons ont divergé bien avant l'introduction du mais en
Europe.
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Figure 4 : arbres NJ pour les quatre loci : (A) Tpi, (B) Ket, (C) Pbp, (D) Mpi. HO1-H30: numéro de
I'haplotype, suivi du nombre d'individus porteurs de chaque haplotype (entre parenthéses) et de la ou
des plantes hotes sur lesquelles ces individus ont été prélevés (les noms sont codés comme suit : Les
plantes hotes : M, mais ; m, armoise ; P, poivron ; H, houblon ; C, lampourde ; S, sorgho ; A, amarante.
Pour les haplotypes partagés par plus de quatre individus prélevés sur plus de quatre plantes
différentes, un diagramme (a droite) représente (i) parmi tous les individus prélevés sur une plante
donnée, la proportion partageant I'haplotype (barres) et (ii) le nombre correspondant d'individus de cette
plante (au-dessus des barres). Lorsque des séquences étaient disponibles, Ostrinia furnacalis (la pyrale
du mais asiatique, ACB) a été utilisée en tant que groupe de référence. (Figure extraite de l'article #41)
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L'analyse des populations virales distinctes qui se différencient et évoluent de
maniére indépendante dans une seule plante héte pérenne

A cette époque (2006) la structure complexe des populations de virus faisait l'objet
d'études intensives sur les bactéries, les animaux et les plantes depuis plus de dix ans.
S'il était clair qu'une énorme diversité génétique était rapidement générée lors de la
réplication virale, la répartition de cette diversité au sein d'un méme hote restait un
domaine obscur. Parmi les virus animaux, seules les populations du virus de
I'immunodéficience humaine et du virus de I'népatite C avaient été étudiées de maniere
approfondie au niveau intra-hdte, ou elles sont structurées comme des
métapopulations, ce qui démontre que I'hdte ne peut pas étre considéré simplement
comme un "sac" contenant un essaim homogeéene ou non structuré de génomes viraux
mutants. Chez les plantes, quelques rapports avaient suggéré une possible distribution
hétérogéne des variantes de virus a différents endroits de I'héte, mais n’avaient fourni
aucun indice sur la fagon dont cette hétérogénéite est structurée. Nous avons présenté
I'étude la plus exhaustive de la structure et de I'évolution d'une population virale jamais
signalée au niveau intra-héte a cette époque, grace a I'analyse d'un Prunus infecté par
le virus de la sharka du prunier pendant plus de 13 ans a la suite d'une seule
inoculation et a I'utilisation de I'analyse de la variance moléculaire a différents niveaux
hiérarchiques combinée a l'analyse des clades emboitées (Figure 5). Nous avons
démontré que, suite a l'invasion systémique de I'h6te, la population du virus se
différencie en plusieurs populations distinctes qui sont isolées dans différentes
branches, ou elles évoluent indépendamment grace a l'expansion de leur aire de
répartition contigué tout en colonisant des organes nouvellement formés. De plus, ces
résultats nous ont permis de discuter des preuves que l'arbre abrite une énorme
"banque" de clones viraux, chacun isolé dans une des myriades de feuilles.
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Fig. 5: Distribution des haplotypes superposée a l'architecture schématique de l'arbre. Chaque
haplotype est représenté par un mince rectangle composé de trois compartiments distincts illustrant les
différentes séquences des régions A, B et C. Pour faciliter la représentation schématique des
haplotypes, le premier haplotype détecté, H1, pour les régions A, B et C est représenté en vert. Lorsque
la séquence d'une région génomique donnée varie, la couleur du compartiment correspondant change.
Les haplotypes vierges correspondent aux échantillons dont Iimmunocapture RT-PCR a échoué a
plusieurs reprises. (1) haplotypes détectés dans les 18 jeunes échantillons de racines terminales. (2)
haplotypes détectés dans les trois principaux échantillons de racines. (3) haplotypes détectés dans les
12 échantillons d'écorce du tronc. (4) haplotypes détectés dans les 60 échantillons d'écorce des
membres constitutifs. (5) haplotypes détectés dans les 23 échantillons d'écorce des branches d'un an.
(6) haplotypes détectés dans les 230 échantillons de feuilles. (Figure extraite de I'article #47)
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En paralléle de ces activités, je conservais ma collaboration de longue haleine (datant
de 1996) avec I'équipe d’André Gilles (Aix-Marseille Université) sur la structure
geéneétique et I'histoire évolutive des poissons cyprinidés ; recherches dans lesquelles
ces mémes compétences étaient utiles malgré un grand écart quant au modele
biologique. J'illustre ici cette collaboration a travers un des travaux clef.

Décrypter la biologie évolutive des poissons d'eau douce a l'aide de multiples
approches - perspectives pour la conservation biologique de la Vairone
(Leuciscus souffia souffia)

L'organisation de la variabilité génétique est de premiére importance dans la
conception des stratégies de conservation. Dans ce contexte, les unités de
conservation sont souvent définies en utilisant le concept d'unités significatives
évolutives (USE) ce qui pourrait apparaitre comme un guide utile mais qui était tres
rarement utilisé a cette époque. Une autre difficulté survient lorsque les especes
s'hybrident comme c'est le cas pour les poissons cyprinidés pour lesquels le débat
rejoint les discussions sur les définitions des espéces. Par exemple, le vairone,
Leuciscus souffia (Teleostei : Cyprinidae) est une espéce protégée (UICN, Convention
de Berne, Habitat), mais la Iégislation ne tient pas compte de son statut taxonomique
ambigu, ni de son caractére la variabilité ni ses préférences écologiques. Dans
I'analyse de sa biologie évolutive, nous avons examiné la structure génétique et la
phylogéographie de la sous-espéce Leuciscus souffia souffia dans son aire de
répartition (France) avec une combinaison de morphologie, d'allozymes et de
séquences d'’ADN mitochondrial en utilisant des analyses principalement basées sur
I'AMOVA et l'analyse des clades emboitées (Figure 6). Nous avons ensuite déchiffré
la biologie évolutive de ce poisson par l'analyse combinée de la morphologie, des
marqueurs moléculaires d’origine nucléaire et de 'ADN mitochondrial. Nous avons
montré un découplage entre I'homogénéité morphologique et une différenciation
génétique modérée, ce qui donnait des indications pour définir les unités de gestion
(selon la définition de Moritz). Nous avons conclu cette étude en proposant des
orientations tant pour la protection des populations menacées que pour la conservation
du potentiel d'évolution approximé sur la base des dynamigues évolutives trouvées
pour les populations examinées et a la lumiére des définitions d'USE les plus souvent
utilisées. Ces conclusions sont toujours valides aujourd’hui.
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Fig. 6: le reseau haplotipique sous forme de
I'ensemble des cladogrammes emboités pour
I'ensemble de données de I'ADN de Leuciscus
souffia souffia. Les relations solides entre les
19 haplotypes indiquent des mutations uniques
non ambigués. Les lignes pointillées
représentent des liens alternatifs non-
parcimonieux entre les haplotypes. Le nombre
d'individus (s'il y en a plusieurs) porteurs d'un
haplotype est indiqué entre parenthéses. Les
clades emboités sont des rectangles fermés a
bords carrés et tous les niveaux d’emboitement
sont indiqués en caracteres gras. ((Figure
extraite de l'article #51)
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2.2 LE TEMPS DE L’ADAPTATION (2007-2009)

Les articles associés a cette thématique : #26, 52

Durant ces premieres années d'activité au CBGP, javais en parallele continué de
travailler avec I'équipe du Biological Department de Stanford (W.B. Watt) dans laquelle
javais pris ma place pendant ma these (en parallele du théme principal de celle-ci).
Dans ce cadre, je travaillais en partenariat avec cette équipe sur l'interaction Génome-
Environnement par une approche Gene candidat sous contrainte sélective. Le cadre
conceptuel était lié a 'impact de la sélection sur la thermo-stabilité du Lépidoptere ciblé
par le programme (Colias eurytheme) a travers I'analyse du polymorphisme génétique
a un gene impliqgué dans le métabolisme (PGI). Le projet faisait un lien étroit entre
écophysiologie, écologie et biologie moléculaire®?. Les développements européens de
ces activités étaient financées par un Appel a Proposition de I'Institut Francais de la
Biodiversité de 2003 a 2005 (38k€). Malheureusement la canicule de I'été 2003 a
stoppé net le programme car elle a éliminé les populations du dit Lépidoptere, ce qui
a conduit & I'annulation anticipée du projet.

A partir de 2007, j'ai cherché a réconcilier mes activités avec le domaine « interaction
génome/environnement » que j'avais dd interrompre a regret quelques années plus tot
et donc a faire passer au second plan les projets relatifs a la génétique des populations
neutre. Cela m’a amené a développer un axe d’étude de I'adaptation des abeilles aux
pressions pathogene de I'acarien Varroa en partenariat avec Maria Navajas (DR INRA
au CBGP). L'intégration a ce programme était un challenge personnel important car il
ne faisait pas appel a la majeure partie de mes compétences et imposait d’en acquérir
un grand nombre de nouvelles dans les domaines de I'analyse des puces a ADN, du
transcriptome, de I'expression différentielle et de la génomique en général liée au
passage a l'échelle de l'approche géne candidat vers la variation a I'échelle du
génome.

Le cadre global de cette étude était le développement par les abeilles d’'une immunité
sociale consistant en la coopération des individus pour contrdler la maladie dans la
ruche. Nous avons identifié un ensemble de génes impliqués dans cette immunité
sociale en analysant le transcriptome cérébral d'abeilles tres « hygiéniques », qui
détectent et éliminent efficacement le couvain infecté par l'acarien. La fonction de ces
genes candidats détectés ne semblait pas favoriser une plus grande sensibilité
olfactive chez les abeilles hygiéniques, comme on l'avait jusqu’alors supposé dans la
littérature. Cependant, la comparaison de leur profil génomique avec ceux d'autres
comportements suggéraient un lien avec les soins du couvain et les abeilles
africanisées trés hygiéniques a I'égard des varroas. Ces résultats ont représenté un
premier pas vers l'identification des genes impliqués dans l'immunité sociale (Figure
7) et ont donné ainsi un premier apercu de son évolution?®.
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Courant 2009, la stratégie nationale de I'INRA a abouti au recentrage de toutes les
activités liées aux abeilles & Avignon ce qui a mis fin de fait a ces recherches au CBGP
pour M. Navajas et par extension pour les miennes. S’en est alors suivie une période
de transition de quatre ans que je résume dans le paragraphe suivant.
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2.3 DE LA VARIATION GENETIQUE A LA GENOMIQUE - UNE
TRANSITION METHODOLOGIQUE CHARNIERE (2009-2013)

Les articles associés ou découlant de cette thématique : #3, 7, 15, 16, 18, 21, 23-25, 27-31, 33-36

Suite a la réorientation forcée de mes activités en 2009, celles-ci ont pris une
dimension méthodologique qui était dans la logique de I'approfondissement du
potentiel de la génomique dans la résolution de questions de biologie et d’écologie
evolutive. L’émergence a cette époque des technologies de séquencage haut débit
était une opportunité technologique révolutionnant I'approche de la structure de la
diversité génétique a I'échelle du génome au-dela des organismes modeles. Grace a
ces approches de séquencage massif, I'information a I'échelle du génome n’était plus
la panacée de quelques organismes modéles comme I'abeille mais accessibles pour
toutes les espéces. C’est donc la combinaison de la génétique des populations et des
approches de génomique développées sur I'abeille par les microarrays qui m'ont
amené a développer les méthodes d’acquisition de données moléculaires pour faire
de la génétique des populations a I'échelle du génome, alliant développement
technique en labo et développements informatiques dans le traitement des données
obtenues. Cette approche intégrée de lI'acquisition et du traitement des données a
structuré mon activité avec le bénéfice attendu de produire des données de marqueurs
moléculaires de qualité pour tester les hypothéses évolutives ou démographiques qui
agitaient nos équipes.

Au-dela de I'élargissement de mes compétences personnelles, cette activité a permis
a de nombreux collegues partenaires d'introduire [l'utilisation de marqueurs
moléculaires a haut débit dans leur quotidien ce qui a été un fort motif de satisfaction.
En effet, a cette époque, les microsatellites étaient le marqueur de choix pour analyser
la structure génétique et les flux de genes entre populations. Leur isolement et
caractérisation était fastidieuse et nécessitait des constructions de banques enrichies
qui nécessitaient du clonage bactérien. L'arrivée des technologies de séquencage
haut débit produisant de longs fragments (400pb !) était une révolution contournant le
clonage et massifiant la disponibilité de marqueurs. Avec mes collegues Thibaut
Malausa (CR INRAE Sophia-Antipolis) et André Gilles (MCF Aix-Marseille Université)
nous avons imaginé un ensemble cohérent de procédures d’acquisition, de traitement
et d’'analyse des données moléculaires pour produire des marqueurs microsatellites
en haut débit. Cette méthode était adaptable et trouvait une application quelle que soit
I'espéce d'intérét. Ce projet a été mené a bien de 2009 a 2011 sous le nom de
Consortium ECOMICRO et a irrigué plus d'une centaine d’équipes utilisant la
géneétique des populations en France, une cinquantaine de plus en Europe. Il a donné
lieu a un dépobt de licence exploitée par un partenaire industriel privé et a la publication
d'un peu plus de 200 articles au dernier comptage en 2015. Trois éléments
fondamentaux ont assuré le succes de ce projet méthodologique : i) une méthode
d’isolement de microsatellites & haut débit couplée au pyroséquencage 454 GS-FLX
de bibliotheques d'ADN enrichies??, ii) la validation de la représentativité des banques
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produites?130 et I'évaluation de la qualité des séquences obtenues?*, iii) des outils de
traitement des séquences obtenues pour en extraire les marqueurs microsatellites®-33,

Isolement de microsatellites a haut débit grace au pyroséquencage de
bibliothéques d'ADN enrichies au titane 454 GS-FLX

L'utilisation des marqueurs microsatellites était limitée par les difficultés liees a leur
isolement de novo des espéces pour lesquelles aucune ressource génomique n’était
disponible. Nous avons décrit une méthode a haut débit pour isoler les marqueurs
microsatellites basée sur le couplage de l'enrichissement multiplex par sondes
biotinylées des microsatellites et du séquencage haut débit sur des plateformes 454
GS-FLX Titanium. La procédure a été calibrée sur une espéce modele (Apis mellifera)
et validée sur 13 autres espéces de divers groupes taxonomiques (animaux, plantes
et champignons), y compris des taxons pour lesquels de graves difficultés étaient
auparavant rencontrées avec les méthodes traditionnelles. Nous avons obtenu de 11
497 a 34 483 séquences (c’était considérable a I'époque !). Selon les espéces et le
nombre de loci microsatellites détectés allait de 199 a 5791. Nous avons ainsi
démontré que cette procédure pouvait étre facilement et avec succes appliquée a une
grande variété de groupes taxonomiques, a un codt bien moindre que celui qui aurait
eté possible avec les protocoles traditionnels. Cette méthode a permis d'accélérer
I'acquisition de marqueurs génétiques de haute qualité pour les organismes non
modeéles.

Représentativité des distributions des microsatellites dans les génomes, telle
gue révélée par le pyroséguencage du titane 454 GS-FLX

L'approche développée n’était réellement efficace que dans la mesure ou les
bibliotheques enrichies de microsatellites étaient représentatives du génome a partir
duquel elles avaient été isolées. Nous avons analysé les divergences potentielles de
représentativité dans la distribution des marqueurs microsatellites obtenus pour deux
génomes de référence (Apis mellifera et Danio rerio), sélectionnés sur la base de leur
extréme hétérogénéité en termes de proportions et de distributions des microsatellites
sur les chromosomes. Le génome d'A. mellifera, en particulier, s'est averé trés
hétérogene, en raison de taux de recombinaison extrémement éleves, mais le seul
biais introduit systématiquement dans les bibliotheques enrichies en multiplex
concernait la longueur des ségquences, avec une surreprésentation des séquences de
160 a 320 pb de longueur (Figure 8). D'autres écarts par rapport aux proportions ou
distributions attendues des motifs sur les chromosomes ont été observés, mais la
signification et l'intensité de ces écarts étaient pour la plupart limités. En outre, aucune
concurrence négative constante entre les sondes multiplexées n'a été observée
pendant la phase d'enrichissement des motifs.

Nous avons pu en conclure que la méthode était fiable et permettait d’améliorer le
développement des microsatellites, car elle n'introduisait pas de biais majeur en
termes de proportions et de distribution des microsatellites.
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Fig. 8 : Comparaison des données 454 de ségquences microsatellites (pour les 8 sondes) pour
Apis mellifera (A) et Danio rerio (B), pour chacun des six tableaux bidirectionnels considérés :
chromosome x région chromosomique, chromosome x longueur des séquences, chromosome
x motifs microsatellites, région chromosomique x longueur des séquences, région
chromosomique x motifs microsatellites et longueur des séquences x motifs microsatellites.
"Stat" fait référence aux statistiques globales x2 pour le test d'indépendance entre les deux variables
définissant chaque tableau. Pour chaque cellule du tableau, un point rouge correspond a un nombre
observé significativement plus élevé que prévu dans I'hypothése d'indépendance entre les deux
variables définissant le tableau, un point bleu correspond a un nombre observé significativement plus
faible que prévu dans I'hypothése d'indépendance entre les deux variables définissant le tableau ; aucun
point indique un écart non significatif. La taille du point est inversement proportionnelle a la valeur P,
I'échelle étant telle que les comparaisons de tailles entre les tableaux sont significatives. (Figure extraite
de larticle #30)
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Une fois la généricité de I'approche assurée, la qualité et la représentativité des motifs
vérifiée, nous avons développé des outils de traitement bio-informatiques pour
exploiter ces banques enrichies en motifs microsatellites pour que le non spécialiste
puisse s’en emparer en autonomie. C'est dans cette optique que nous avons congu

QDD : un logiciel convivial permettant de sélectionner des marqueurs
microsatellites et de concevoir des amorces a partir de grands projets de
séquencage

QDD (Quick and Dirty for Dummies) a été congcu comme un programme en libre accés
qui fournit un outil convivial pour la détection des microsatellites et la conception
d'amorces a partir de grands ensembles de séquences d'ADN. Le programme permet
de conduire toutes les étapes du traitement des séquences brutes obtenues par
pyroséquencage de banques d'ADN enrichies, mais il est également applicable aux
données obtenues par d'autres méthodes de séquencage, en utilisant les fichiers
FASTA en entrée. Les taches suivantes sont accomplies par QDD (Figure 9) : tri des
barcodes moléculaires, retrait des adaptateurs de séquencage/vecteurs, élimination
des séquences redondantes, détection d'éventuelles multicopies génomiques (loci
dupligués ou éléments transposables), sélection rigoureuse des microsatellites cibles
et conception d'amorces personnalisables fournies dans un tableau de synthése.

Ce logiciel a été utilisé dans I'analyse de plus de 700 banques enrichies en motifs
microsatellites dans le cadre du consortium ECOMICRO et au-dela par la communauté
dans les années qui ont suivi.

A la fin de ce projet, qui était ponctuel par construction, nous avons fait le constat que
I'expertise acquise était transférable a des approches davantage centrées sur 'ADN
environnemental qui commencait alors a prendre son essor et a montrer son potentiel
dans l'utilisation de données moléculaires pour résoudre des questions centrées sur
I’écologie des communautés et les interactions (travaux du LECA en particulier). Apres
réflexion, et dans la continuité d’une démarche orientée « méthodes », j'ai obtenu en
2012-2013 un an de délégation a l'université Aix-Marseille, avec qui j'étais en
collaboration continue depuis 15 ans, pour approfondir les aspects méthodologiques
de la génomique environnementale. Pendant cette année, j'ai pu pousser cette logique
jusqu’au bout avec un investissement a 100% de mon temps sur les activités de
développement puisque déchargé des enseignements. Cette période a été riche
d’enseignements et de réflexion sur le champ des possibles dans le croisement de la
génomique et de I'écologie des interactions et a été a la source du positionnement
thématique de mon projet scientifique présenté dans les pages suivantes.
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Reads (fasta or fastq) Contigs/Scaffolds/
Adapter sequences OR Chromosomes

Stepl
* Remove adapters OR « Extract microsatellites
* Eliminate short reads with flanking region from Contigs

* |dentifiy reads with microsatellites

N 4

» Sequences (reads or fragments) with microsatellites

¥
(‘itepZ All-against-all BLAST \

4

* Making consensus sequences form highly similar reads (only if input
sequences were reads)
* Eliminating:
+ Reads pooled into consensus sequences
+ Grouped reads (partial similarity to other reads)
« Low complexity sequences (nohit_css)
\ « Potential intra-sequence repetitions (multihit_css) )

.

» Unique (singleton and consensus) microsatellite containing sequences

Step3 * Two way iterative primer design

¥

» Table with primer pairs and information of the sequence, target region, primers...
» Fasta file with sequences with successful primer design

4

Step4d » Detection of similarities to known transposable elements by RepeatMasker
* Remote/Local BLAST against the nucleotide database of NCBI

\ <

» Primer table completed with information on the best NCBI hit (including taxonomic lineage),
and the best hit to the TE database

Fig. 9 : Organigramme du pipeline QDD détaillant les différentes étapes du traitement des données
issues du séquengage haut débit des banques enrichies en motifs microsatellites. (Figure extraite de
I'article #18).
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3. LE PROJET DE RECHERCHE : LA GENOMIQUE
ENVIRONNEMENTALE POUR ANALYSER LES INTERACTIONS

DANS LES COMMUNAUTES

3.1 LE CADRE STRUCTUREL

Mon positionnement recherche est dans le cadre du département Biologie et
Ecologie de I'Institut Agro | Montpellier SupAgro. Ce département se situe a
I'interface de deux axes scientifiques : transitions agroécologique, ingénierie prédictive
du vivant. Le Centre de Biologie pour la Gestion des Populations (CBGP) est une
UMR composée de quatre tutelles (INRA, IRD, CIRAD et Montpellier SupAgro). Elle a
pour vocation de comprendre les mécanismes qui régissent les populations
d'organismes importants pour l'agriculture, I'environnement et la santé humaine.
L'objectif finalisé du CBGP est de contribuer & I'amélioration de stratégies de lutte
contre les espéces nuisibles et a I'identification de stratégies de conservation pour des
populations naturelles menacées. L'unité a une structure atypique sans équipe et
animée autour de groupes de réflexion thématiques. Ce fonctionnement a, de mon
point de vue, des aspects positifs tels que le non cloisonnement dans une équipe, mais
aussi des aspects négatifs comme l'isolement et le manque de stratégie et réflexion
collective visible. Ce sentiment est accentué par les appels d’offre nationaux et
internationaux qui s’appuient sur des réseaux a grande échelle. Paradoxalement il est
bien plus simple de monter des projets avec des collégues hors unité qu’en son sein.
L’ensemble de l'unité représente 86 personnels permanents, pour deux tiers des
chercheurs. Nous sommes trois enseignants-chercheurs dans l'unité. Depuis quatre
ans, le nombre croissant de contrats de recherche dans lequel je suis impliqué a
entrainé la mise a disposition par 'TUMR de J. Tavoillot, assistante ingénieur (en CDI
a I'IRD) spécialisée dans I'acquisition de données moléculaires. D’autre part, cette
croissance de mes activités de recherche sur contrat m'a permis de recruter une
doctorante, Mélodie Ollivier (aujourd’hui Maitre de conférence contractuelle a
PURPAN), trois postdoctorants ('un étant aujourd’hui Research Scientist au CSIRO,
un second CR a 'INRA) une assistante ingénieur (dont le contrat vient de se terminer)
et plusieurs étudiants de Master (2018). Ces étudiants et personnels (CDI ou CDD)
sont sous ma responsabilité directe ou en coresponsabilité avec Marie-Stéphane
Tixier.

3.2 ORIENTATION GENERALE

Les articles associés ou découlant de cette thématique : #1, 2, 4, 6, 8-13, 17, 20, 32, 48

Il'y a six ans, a la faveur de ma mise en délégation d’'un an, j'ai engagé une réflexion
approfondie sur mon positionnement au sein du département. Ces
discussions/réflexions avaient pour objectif de choisir entre deux options (parmi
d’autres) a la fois conceptuelles, thématiques et méthodologiques distinctes :
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= Me diriger vers la thématique « Amélioration des plantes » du département
(cette thématique s’attache a comprendre les mécanismes aboutissant a la
diversité des plantes cultivées afin de la modifier pour répondre aux enjeux en
termes de transition agroécologique dans un contexte de changements globaux
et d’économie / préservation des ressources). Cela aurait pu étre dans la
logique de mes activités autour de phylogéographie et la génétique des
populations.

= Me diriger vers la thématique « Protection des plantes » du département. Les
recherches dans ce theme ont pour objectif de comprendre les interactions
biologiques entre les plantes, leurs bio-agresseurs et les ennemis naturels de
ces derniers pour proposer des stratégies de protection des plantes permettant
de réduire les pertes de production en garantissant des produits sains, en
limitant les impacts environnementaux et en contribuant au travers de systémes
de production durables aux équilibres des écosystémes, qu'ils soient fortement
anthropisés ou non. Cette thématique faisait appel a la génomique
environnementale que j'étais en train de développer a Marseille.

C’est cette seconde option que jai choisie suite a la prise en compte de plusieurs
€léments résumes ci-apres.

Tout d’abord je suis arrivé a un stade de mon parcours auquel je voulais (re)donner
du sens sociétal a mes activités de recherche. Dans les deux cas, le cadre des
transitions agroécologiques est parfaitement aligné avec cet objectif ainsi qu'avec
I'ensemble de mes missions d’enseignement, transfert et recherche.

Dans ce champ trés large, c’est I'étude des interactions écologiques a laquelle jai
souhaité me consacrer car j'y vois un point d’entrée naturel vers la compréhension du
fonctionnement des écosystémes et par la-méme vers l'optimisation des services
écosystémiques, par exemple le contréle biologique sur lequel je me focalise
aujourd’hui. Les outils de la génomique environnementale sont puissants dans la mise
au jour des interactions écologiques, trophigques en particulier car elle permet de
détecter des interactions difficilement observables, soit parce qu’elles sont rares, dans
des conditions d’observation complexes (dans le sol, chez les acariens par exemple),
ou qu’'elles sont indirectes. La génomique, appliquée a I’ADN environnemental ou dans
mon cas au metabarcoding des régimes alimentaires des Arthropodes, vient donc
apporter un éclairage objectif sur les interactions. Elle permet un niveau d’intégration
des régimes alimentaires couvrant quelques heures tout en limitant les contraintes
d’échantillonnage et/ou d’observation. En choisissant cette thématique, je pouvais
donc mettre a profit le fond méthodologique que javais acquis en génomique pour
pouvoir me focaliser rapidement sur les résultats biologiques et écologiques des
résultats des analyses et aller a terme vers la compréhension du fonctionnement de
écosystemes.

Cet angle d’approche du fonctionnement des écosystemes par I'analyse des réseaux
d’interaction permet d’adresser un grand nombre de questions posées dans le champ
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de I'écologie en général, de celui du contrble biologique en particulier. Je me suis
focalisé sur le fonctionnement des communautés d’Arthropodes, principalement dans
les agrosystémes. A cette échelle d’organisation de la biodiversité, on peut analyser
finement la structure des interactions et le fonctionnement du réseau reconstruit lui-
méme [1, 2]. L’objectif de cette approche est aujourd’hui de déterminer la structure des
réseaux d’interaction plantes/Arthropodes et Arthropodes/Arthropodes, de comparer
les propriétés de ces réseaux dans des situations contrastées (invasion/natif, lutte
chimique/lutte biologique) et d’en tirer des indications sur le fonctionnement de ces
communautés [3] et sur l'optimisation des services écosystémigues associés
(nommément le contrdle biologique, mais cela serait également transférable par
exemple a la production végétale ou la pollinisation). Pour ce faire nous utilisons des
approches de metabarcoding couplées a de I'analyse de réseau pour identifier les
interactions trophiques, principalement sur la base de l'analyse des régimes
alimentaires des Arthropodes. Cette thématique s’appuie sur la collaboration avec des
entomologistes, des botanistes et des écologues. Elle nécessite également la maitrise
combinée des aspects moléculaires, de la bio-informatique et de I'analyse de réseau
qui sont au cceur des développements de la phase actuelle de mon projet.

Les interactions trophiques sur lesquelles je me focalise permettent d’ouvrir une
fenétre d’exploration des processus écologiques qui produisent les services
écosystémiques.

On pourrait sans doute trouver réducteur de décliner mon orientation dans le cadre
des services écosystémiques qui ne représentent que des aspects anthropocentrés
de la fonction écologique pour améliorer le bien-étre humain. Au-dela de I'enjeu
appliqué direct qui m’importe comme je I'ai explicité, je pense que cela peut aussi étre
justifié par le fait que les mécanismes écologiques qui sous-tendent les services
ecosystémiques englobent la complexité des interactions possibles entre les especes.
De plus, les relations entre la biodiversité et les mécanismes qui sous-tendent la
plupart des services écosystémiques sont désormais bien établis et reconnus, tant
empiriquement [4] que théoriquement [5]. Cependant la relation entre les pratiques
agricoles et les services est mal comprise. L'une des raisons en est que les
mécanismes écologiques qui sous-tendent les services écosystémiques englobent
des interactions complexes entre les especes, entre les espéces et les pratiques
culturales mais aussi les politiques des parties prenantes. On manque encore d'outils
de modélisation mécaniste pour analyser et explorer I'effet des options de gestion sur
la fourniture de multiples services écosystémiques. De tels outils sont nécessaires
pour concevoir des systemes de culture innovants a I'échelle des champs et des
paysages, ainsi qu'a plus grande échelle pour planifier les futures politiques de gestion
territoriale. Ces modeéles basés sur des processus ou des mécanismes doivent
également tenir compte de la complexité des interactions adressées par les réseaux
écologiques qui sont une pierre nécessaire a la construction de cette connaissance.
J'y reviendrai dans les perspectives.
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Jillustrerai mes activités dans ce contexte par deux programmes de recherche
actuellement en cours.

Effets de la bio-diversification sur la gestion des processus de lutte contre les
ravageurs des cultures (au sein du programme STRADIV)

Comprendre comment la diversité végétale et sa gestion modifient les processus
biophysiques et écologiques est une condition préalable a la conception de systémes
biodiversifiés efficaces. L'intensité de la lutte contre les ravageurs dépend dans une
large mesure de la structure communautaire dans laquelle les ravageurs et leurs
ennemis naturels sont intégrés. La structure de la communauté végeétale affecte
d'autres communautés, avec des effets directs bottom-up (quantité et qualité des
ressources primaires soutenant les réseaux alimentaires) et avec des effets indirects,
notamment par la modification des habitats. Il n‘est pas facile de déméler comment la
diversité végétale altere le fonctionnement des communautés et la lutte contre les
ravageurs, en raison de la difficulté de mesurer les interactions réelles sur le terrain.
Nous utilisons dans ce programme le metabarcoding de marqueurs moléculaires pour
identifier le lien trophique entre les consommateurs et les ressources (y compris les
organismes nuisibles pour les plantes cultivées cibles du programme) au sein du
réseau d’interactions trophiques de l'agroécosystéme. Cette méthode conduit a une
reconstruction compléte de la structure du réseau alimentaire et permet une analyse
complete des processus de régulation des ravageurs. L'utilisation de la méthode dans
un ensemble de situations contrastées est une initiative ambitieuse en matiere
d'écologie des communautés appliguée aux agroécosystéemes. Comme la méthode
est strictement normalisée en utilisant les mémes protocoles sur tous les sites, notre
ensemble de données permettra, nous I'espérons une compréhension générique de
la relation entre la diversité végétale, la structure des interactions trophiques et la lutte
contre les ravageurs. Nous nous concentrons sur les nuisibles les plus importants dans
chaque type d'agroécosystéme : les vers blancs du riz a Madagascar, le charancon du
bananier en Martinique, le scolyte du caféier au Costa Rica. En paralléle, dans chaque
situation étudiée, I'abondance des Arthropodes nuisibles est mesurée afin de quantifier
le service écosystémique de contrdle assuré par la communauté. La structure des
réseaux trophiques et le potentiel de régulation des ravageurs sont analysés en
contrastant les options de gestion.

Structure des réseaux d’interactions trophiques et implications pour la lutte
biologique contre une espéece envahissante en Australie, Sonchus oleraceus
(Asteraceae) dans le cadre de I'accord de collaboration avec le CSIRO (ayant
pour objectif de batir une approche intégrative du processus d’'invasion et contribuer a
la sélection des agents de lutte via I'analyse des réseaux écologiques).

Dans ce programme, nous tachons de retracer les interactions écologiques pour
décrire la composition et la structure de la communauté d’herbivores en interaction
avec la plante cible du programme (S. oleraceus). L’analyse de réseaux sur la base
de données moléculaires du régime alimentaire des Arthropodes améliore notre
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compréhension du fonctionnement des écosystemes grace a I'échantillonnage direct
rendu possible par cette approche et tire parti de la puissance des liens individuels
sans les inconvénients de l'intégration dans le temps qu'impliquent les études fondées
sur les isotopes. Elle précise également quelle est la spécificité de ces herbivores pour
la plante cible et s'ils sont contrlés par des ennemis naturels in natura. Enfin, la
comparaison de la structure des réseaux trophiques locaux dans l'aire de distribution
d’origine de la plante renseigne sur la présence de tendances générales au-dela des
effets locaux liés aux conditions environnementales. De méme, la comparaison des
réseaux entre les aires indigenes et les aires envahissantes offre de nouvelles
possibilités d’appréhender le processus invasif, et en particulier répondre a des
guestions telles que :

¢ la plante envahissante cible est-elle mieux maitrisée par les herbivores dans la
zone indigéne que dans la zone envahissante ?

e Les réseaux écologiques des aires de distributions indigenes et envahissantes
présentent-ils des guildes ou des familles comparables ?

e Quelles sont les interactions au niveau tritrophique
(adventices/herbivores/ennemis  naturels tels que prédateurs et/ou
parasitoides) et quel est le role des agents potentiels de lutte biologique dans
le réseau ?

e Enfin, I'analyse des réseaux et I'écologie des communautés visent a plus long
terme a anticiper la perturbation engendrée par lintroduction de plantes
envahissantes et d'agents potentiels dans un agroécosysteme.

L'ensemble de ces défis et toutes ces questions utilisent le metabarcoding des

herbivores comme une source de données pour décrire les réseaux d’interactions

trophiques.

3.3 APPORTS DES RESEAUX D’'INTERACTIONS

Comme introduit précédemment, I'analyse des réseaux d’interactions écologiques est
une approche prometteuse pour comprendre I'assemblage des communautés basées
sur des niches, reflétant la complexité des interactions entre les especes et les
processus écosystémiques sous-jacents [6]. De telles analyses peuvent renforcer
notre compréhension des facteurs fondamentaux de I'assemblage des communautés
[7, 8], des processus co-évolutifs [9], de la réponse des écosystemes aux invasions
biologiques et au changement global [10, 11], et de la gestion des services
ecosystémiques [12, 13].

L’'analyse des réseaux d'interactions écologiques pourrait donc bénéficier a la
régulation des espéces envahissantes, une discipline qui vise a réassocier une espece
envahissant un nouvel environnement et ses ennemis naturels spécialisés (c'est-a-
dire les agents de contrle biologique) pour la réguler. Bien que la compréhension des
interactions entre les espéces soit préconisée depuis plus de 20 ans [14-16],
I'évaluation des risques de la lutte biologique classique repose encore principalement
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sur des tests expérimentaux. L’étude des réseaux d’interactions pourrait apporter un
éclairage innovant a ces programmes de recherche en abordant les questions
pratiques inhérentes au contrdle biologique (Figure 10 illustrant le cas du contrble
d'une plante envahissante). Cette section passe en revue les approches et les
méthodes qui ont été utilisées pour répondre a ces questions et souligne le potentiel
de l'analyse des réseaux écologigues dans le contexte d’espéces nuisibles et/ou
envahissantes. Elle est illustrée dans le cadre de la régulation d'une espéce
d’adventice envahissante mais la plupart des points relevés sont compatibles avec le
contexte de ravageurs Arthropodes.
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Fig. 10 : réseaux tripartites illustrant les interactions entre les communautés de plantes (en vert),
d'herbivores (en orange) et d'ennemis naturels (en bleu) (composés de prédateurs et de parasitoides).
De gauche a droite, le premier volet se trouve dans l'aire de distribution indigéne, le second dans l'aire
de distribution envahie. Le troisieme est un réseau prédictif supposé dans l'aire de répartition envahie.
Comme dans la représentation conventionnelle des réseaux tripartites, chaque espéce est représentée
par un rectangle, dont la largeur reflete son abondance relative dans la communauté. L'analyse des
réseaux vise a améliorer la sélection d'un agent de contréle biologique (ACB) avec un risque minimal
d'attaques non ciblées et d'effets indirects sur la communauté réceptrice. Le processus est divisé en
plusieurs étapes. 1 : Rechercher les herbivores spécifiques a la plante cible (rectangles vert foncé) sur
le terrain et déterminer les ACB potentielles (rectangles orange foncé). Déterminer les associations sur
le terrain peut fournir des informations plus réalistes sur les interactions entre les espéces, que de se
fier uniqguement a des tests dans des conditions contrdlées. 2 : Identifier les ennemis naturels potentiels
de ces ACB présumées. Les ennemis naturels pourraient i) menacer I'efficacité des ACB et ii) étre la
source d'effets indirects sur la communauté réceptrice par le biais d'interactions indirectes. 3 : Comparer
les réseaux écologiques réalisés dans les aires de répartition indigénes et envahis en se basant sur i)
les propriétés structurelles et architecturales et ii) la taxonomie et les guildes. On s'attend a ce que les
réseaux associés aux especes cibles different entre les aires de répartition indigénes et envahies en
termes de richesse en espéces, de guildes trophiques et de complexité. En outre, si des espéces
taxonomiquement proches d'ennemis naturels sont trouvées entre les aires de répartition indigénes et
les aires de répartition envahies (rectangles bleu foncé), un ACB introduit est plus susceptible d'étre
attaqué par ces nouveaux ennemis naturels. 4 : Prédire les associations d'espéces possibles suite au
lacher et a I'établissement d'un ACB. Le troisieme réseau présente les effets indirects possibles (ligne
pointillée) de I'ACB introduit via des parasitoides partagés avec des herbivores indigénes (rectangles
rouges). Cette interaction indirecte (compétition apparente) est susceptible d'avoir des effets négatifs
sur les herbivores indigénes et pourrait se répercuter sur d'autres niveaux trophiques. (Figure extraite
de larticle #1)
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Définir la spécificité des potentiels agents de contrble biologique et leur
gamme d'h6tes pour réduire les risques d’attaques non intentionnelles

La lutte biologique classique contre les especes d’Arthropodes nuisibles ou les plantes
envahissantes utilise des ennemis naturels spécialisés de ces cibles pour réduire
sélectivement la dynamique de leur population en dessous d'un seuil économique
acceptable. Une premiére étape essentielle de ce processus est la compilation
d'inventaires des ennemis naturels associés a la cible dans son aire de distribution
naturelle. La spécificité d'un potentiel agent de Contréle Biologique (ACB) est ensuite
étudiée pour réduire le risque d’effets non intentionnels et indésirables sur les espéces
non ciblées [17-20]. Ces tests sont généralement congus selon la méthode
phylogénétique centrifuge [21, 22] et réalisés dans des environnements standardisés,
dans des conditions de choix et de non-choix. Cette approche prudente peut conduire
a des faux positifs car la gamme d'hétes réalisée sur le terrain est potentiellement plus
restreinte que la gamme d'hétes fondamentale explorée par I'expérimentation [23].
L'évaluation des risques uniquement dans des conditions expérimentales a toujours
été considérée comme trop simpliste et l'accent est mis de plus en plus sur les
évaluations de la gamme d'hétes sur le terrain dans la zone d'origine [18]. Cela
implique de caractériser les interactions dans des communautés diversifiées et d'étre
capable de décrire le spectre d'hétes sur le terrain grace a la construction de réseaux
bipartite (par exemple la Figure 11).

lllustration par le cas de Sonchus oleraceus, une plante envahissante des
agrosystémes en Australie, a travers la caractérisation du réseau trophique reconstruit
dans la zone d’origine de la plante (Europe)

Au total, la reconstruction du réseau trophique basé sur la combinaison de I'analyse
moléculaire du régime alimentaire et I'observation directe sur le terrain a conduit a
identifier 47 taxons herbivores sur S. oleraceus, dont 37 identifiés au niveau de
l'espece (Figure 11).
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Ces herbivores appartenaient a cinq ordres différents : Hemiptera (c'est-a-dire
pucerons, véritables insectes et cicadelles, 45 %), Dipteres (25 %), Coléoptéres (19
%), Lépidopteres (0,06 %) et Hymeénopteres (0,04 %). Leur spectre d'hotes sur le
terrain (c'est-a-dire le nombre de plantes ressources distinctes par herbivore), telle que
définie par notre échantillonnage, est représentée dans les Figures 11 et 12. Quinze
taxons ont été prélevés exclusivement sur S. oleraceus, et deux autres taxons sur S.
oleraceus et Sonchus asper. Ces taxons sont des agents candidats potentiels (spectre
d'hétes apparemment limitée au genre Sonchus, sous-groupe Sonchinae). Six autres
especes ont été détectées uniguement sur des membres de la tribu des Chicorieae
(Aphis craccivora Koch, Ophiomyia cunctata Hendel, Phytomyza lateralis Fallén,
Campiglosa producta Loew, L. punctiventris et T. formosa). Nous avons identifie 38
autres especes de plantes comme ressources veégétales complémentaires pour les
especes herbivores collectées chez S. oleraceus. La généralité (c'est-a-dire le nombre
de ressources veégétales) de ces especes herbivores allait de 1 a 18, Philaenus
spumarius L. étant la plus polyphage des 47 espéces herbivores trouvées sur S.
oleraceus (Figure 12).

® Top omnivores

@® Intermediate omnivores
C ) .

Sonchinae sub-tribe

Cichorieae tribe

Asterales order, Asteraceae family

Asteranae super-order Other super-orders

Fig. 11 : Réseau multitrophique reconstitué a partir de S. oleraceus (nceud jaune) et de 38 autres plantes
(nceuds vert) utilisées par les herbivores de S. oleraceus (les nceuds rose représentent les herbivores
spécialistes présumés, tandis que les nceuds orange représentent les herbivores non spécifiques de S.
oleraceus). Les plantes sont classées selon leur parenté phylogénétique avec S. oleraceus. Les
ennemis naturels des espéces herbivores sont représentés par des nceuds bleu clair. Les nceuds aux
niveaux intermédiaires sont des espéces omnivores révélées par des analyses moléculaires. (Figure
extraite d'un article en cours de révision)
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Dans la lutte biologique contre les adventices, la spécialisation écologique des
herbivores est un élément clé qui conditionne leur sélection en tant que potentiel ACB.
Les préférences d'interaction réalisées se reflétent dans les modeles de réseau [24]
car les contraintes écologiques et évolutives tendent a fagonner la structure modulaire
des réseaux (Modularité : groupes d'especes, par exemple des modules, fortement
associés a un ensemble particulier d'especes végétales).

Le calcul des indices de spécialisation est couramment effectué pour les réseaux de
pollinisation [25, 26] et prend en compte différents aspects de I'architecture, tant pour
I'ensemble du réseau que pour les especes individuelles. La spécialisation peut étre
mesurée en comptant le nombre de ressources par espece (Généralité, voir Figure 11
par exemple) ou en quantifiant la dépendance d'une espece a une ressource donnée
(Force d'interaction), (mais voir [25] pour d'autres indices et leurs corrélations).
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Fig. 12 : matrice d'interaction entre les herbivores échantillonnés sur Sonchus oleraceus et leurs plantes
ressources utilisées, indiquant la gamme d'hétes écologiques des herbivores telle que définie par
I'échantillonnage intensif sur le terrain dans le sud de la France, au cours du printemps 2018. Les carrés
jaunes représentent l'utilisation d'une plante par un Arthropode. Les plantes sont classées en fonction
de leur parenté phylogénétique avec S. oleraceus et les arthropodes sont classés en valeurs de
généralité croissante (c'est-a-dire le nombre de ressources par espéce). (Figure extraite d'un article en
cours de révision)
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Les schémas de spécialisation observés peuvent étre avérés, mais aussi dus a une
faible complétude de I'échantillonnage (nous y reviendrons dans la section suivante),
ou a des différences intrinseques dans l'attrait ou I'abondance des ressources. L'indice
de spécialisation Distance-based Specialization Index (DSI), réecemment développé
[27], une extension de l'indice de spécificité des especes (SSI), tient compte de la
similarité phylogénétique et de l'abondance des espéeces végétales hbétes (voir
I'application des deux indices dans [28]). Cet indice prometteur tient également compte
des différences d'abondance et de l'effort d'échantillonnage des consommateurs, ce
qui permet des comparaisons solides entre les guildes d'herbivores.

L'amélioration des techniques moléculaires associée aux analyses de réseaux
trophiques offre de multiples possibilités d'acquérir des connaissances sur les
interactions qui se produisent dans les environnements naturels, et peut donc aider a
caractériser le spectre d'h6tes in natura des candidats agents de contrdle biologique,
et compléter ou orienter les tests expérimentaux de spécificité des hotes.

Recherche des ennemis naturels des potentiels Agents de Contréle Biologique
pour améliorer les prévisions d'effets indirects

L'ajout de parasitoides et de prédateurs pour ajouter une dimension aux réseaux
bipartites est utile pour analyser l'influence de ce niveau trophique sur l'efficacité de
I'ACB et pour détecter la probabilité d'effets indirects sur la dynamique de la
communauté. Les connaissances sur les parasitoides des ACB sont généralement
obtenues dans le cadre de I'élevage des candidats identifiés dans les enquétes dans
les aires de distribution indigenes. La caractérisation des prédateurs des ACB est plus
difficile car I'observation directe est nécessaire. Le metabarcoding permet de détecter
les proies dans le contenu digestif des Arthropodes, mais aussi les parasitoides a un
stade précoce chez leurs hotes. Dans la lutte biologique contre les insectes, I'utilisation
de technologies moléculaires avancées pour la construction de réseaux écologiques
a été récemment développée [29, 30] et serait directement transférable a la lutte
biologique contre les adventices. L'exploitation d'organismes nouvellement introduits
par des parasitoides de la communauté bénéficiaire est une association nouvelle qui
a été prouvée dans le cadre d'invasions biologiques [31, 32]. De méme, la prédation
de I'ACB par des ennemis naturels indigenes est un phénoméne qui a également été
observé [14, 33, 34]. Ces découvertes confirment la capacité des organismes
introduits a modifier la structure du réseau trophique. Bien qu'il ait été suggéré d'utiliser
les analyses de réseau pour évaluer la sécurité des ACB apres leur lacher [14, 16],
elles pourraient également étre utiles pour les évaluations des effets indirects avant la
lacher.

lllustration pour Sonchus oleraceus de l'utilisation des réseaux trophiques
reconstruits dans la zone d’origine de la plante (Europe) pour déterminer le cortége
d’ennemis naturels des ACB in natura.

Dans le sous-réseau généré par les 39 taxons végétaux partageant au moins une
espece d’herbivore avec S. oleraceus, les herbivores associés et leurs ennemis
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naturels, on a dénombré 116 nceuds et 213 interactions (Figure 11). Une analyse de
ce sous-réseau a indiqué que les herbivores collectés sur S. oleraceus constituaient
egalement une ressource pour divers ennemis naturels. En particulier, 19 des 47
taxons herbivores collectés ont été attaqués par plusieurs espéces de parasitoides (12
especes de la famille des Braconidae, 1 de Figitidae et 1 d'Ichneumonidae) et de
prédateurs (6 espéces d'Arachnida, 1 de Cantharidae, 2 de Coccinnellidae, 3 de
Syrphidae et 1 d'Orthoptera). Les analyses moléculaires ont révélé des modeles
particuliers d'omnivorie impliquant plusieurs especes d'Heteroptera. Nous avons
distingué les omnivores intermédiaires (espéces se nourrissant a la fois de plantes et
d'herbivores, comme les membres des Tephritidae et des Aphididae), et les omnivores
supérieurs (especes se nourrissant d'herbivores et d'ennemis naturels, comme les
membres des Syrphidae). Ces ennemis naturels seront & comparer avec les guildes
présentes en Australie (détectées par la méme approche) pour estimer les risques
d’effets indirects sur les communautés envahies.

Outre la compétition apparente, d'autres effets indirects sont identifiables grace a
'analyse de réseau qui peut étre utilisée pour rechercher des motifs particuliers
impliguant des ACB. Malgré leur valeur potentielle, I'usage de ces analyses dans
I'évaluation préalable au lacher dans les programmes de régulation des nuisibles ou
de adventices garde une grande marge de progression [35].

Comparer les réseaux écologigues entre des situations contrastées

Comparer des situations contrastées, par exemple liées a des différences de pratique
culturales ou bien sdr aux facteurs abiotiques ou encore liées aux contingences
évolutives est un défi majeur de I'écologie des interactions car elle permet de répondre
a des questions centrales en écologie dont les retombées sont directement
applicables. Par dautres contextes, lintroduction d'organismes dans des
communautés établies ouvre la perspective de nouvelles associations créées dans la
communauté bénéficiaire. L'évaluation de I'ampleur des modifications causées par ces
perturbations nécessite une comparaison des différentes situations étudiées. Par
exemple, les réseaux trophiques associés aux especes vegétales envahissantes sont
supposeés 1) étre composés d'especes plus généralistes et 2) étre moins diversifiés
(au niveau des herbivores et des niveaux trophiques supérieurs) que la structure de la
communauté indigéne [36, 37].

Comparer des réseaux d’interactions n’est pas une question triviale qui peut se régler
sur la base de I'observation directe des réseaux, méme dans les cas simples (Figure
13 pour s’en convaincre)
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Fig. 13 : Réseaux trophiques bipartites des interactions prédateur-proie sur (A) sol nu, et (B)
bananeraies cultivées en couverture. (Figure extraite de I'article #17)

Un outil classique de comparaison de communautés se base sur les différents indices
de diversité spécifiques et d’équitabilité. La comparaison des compositions de taxons
utilise l'indice de similarité Bray-Curtis de maniére tres courante car il permet d'évaluer
la différence de composition des especes entre deux échantillons en tenant compte
des données d'abondance [38-40]. Cependant cet indice ne prend pas en compte par
exemple la phylogénie des taxa impliqués ou les éléments de diversité fonctionnelle
tout aussi pertinents dans ce cadre que la diversité taxonomique.

D’autre part, les taxa sont parfois différents d’'une situation a l'autre, ce qui créé une
difficulté d’interprétation des différences. On s’intéresse alors a la représentativité
comparée des guildes et des « espéces trophiques » dans le but de focaliser les
analyses sur les interactions elles-mémes et sur leurs significations écologiques.

Les comparaisons structurelles des réseaux trophiques reposent quant a elles sur
I'utilisation d’indices descripteurs des réseaux pour extraire des informations sur les
propriétés des espéces (par exemple, le ratio proies/consommateurs, la proportion
d'especes par niveau trophique), les propriétés des liens (par exemple, la densité des
liens, la connectivité) et les asymétries entre les proies et les consommateurs (par
exemple, la généralité, la vulnérabilité) [41]. Ces mesures peuvent permettre une
meilleure compréhension des interactions écologiques potentielles des situations
comparées mais restent le plus souvent centrées sur des indicateurs globaux, au
mieux sur des niveaux trophiques particuliers.

Enfin, depuis plus récemment, les réseaux d’interactions écologiques sont comparés
sous l'angle des motifs qui les composent, marqueurs directs de types d’interactions
précises. La combinaison de la fréquence de chaque motif dans chaque réseau et
I'agglomération des distances ainsi calculées entre les réseaux comparés permet la
hiérarchisation des similarités entre réseaux sur la base de la distribution des motifs,
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ce qui semble donner plus de support aux fonctions des interactions dans le processus
de comparaison des situations (Figure 14).
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dans chaque motif. Pour des raisons de visualisation, sont exclus les motifs qui ne sont présents dans
aucun réseau. (Figure reproduite de [42])

Prédire les interactions pour évaluer les risques par la modélisation

Des modéles prédictifs des réseaux trophiques sont également bienvenu dans le
domaine de la régulation des ravageurs ou des adventices [43]. La combinaison d'une
structure de réseau trophique avec des modeles de population dynamiques générerait
des réseaux trophigues dynamigues qui pourraient améliorer notre compréhension et
notre capacité a prédire les changements dus a l'introduction d'espéces [43-45]. Dans
une étude récente [46], un modeéle de réseau a été proposé pour évaluer les effets
directs et indirects de différentes méthodes de régulation sur la dynamique des
efflorescences algales. Les nceuds clés du réseau ont été identifies comme
particulierement efficaces pour contrbler les efflorescences algales, et de fortes
influences indirectes ont été observées entre les groupes fonctionnels. Cette
méthodologie pourrait étre adaptée et le développement sophistiqué de modéles dans
des domaines de recherche étroitement liés a la biologie des invasions [47] et & la
gestion des écosystemes [48, 49] serait également transférable au domaine de la
régulation des adventices ou des ravageurs et participeraient de ce fait de
I'amélioration de la compréhension du fonctionnement des écosystemes.

3.4 LA DEMARCHE ET LES PROBLEMATIQUES ASSOCIEES

La pertinence des réseaux écologiques dépend de la fiabilité des données et des
méthodes utilisées pour les construire. Dans ce processus allant de I'échantillonnage
a l'interprétation des réseaux, la qualité de chaque étape est cruciale dans la fiabilité
et la représentativité du résultat final. L'image de la rupture de la chaine du froid est
assez juste pour comparer l'impact d’'une approximation dans l'une des étapes qui
aboutit a la reconstruction d’'un réseau a partir de données récoltées sur le terrain.
Dans cette section, je vais m’attacher a résumer les difficultés rencontrées et la
démarche que nous avons utilisé pour les résoudre autant que faire se peut et tenter
de maximiser la fiabilité des réseaux d’interactions reconstruits.

Ces difficultés ont une conséquence immeédiate : comme I'échantillonnage incomplet
et la capacité générale a révéler avec précision les interactions entre les especes
peuvent introduire un biais dans la majorité des descripteurs de réseau [24], les
analyses et les comparaisons des réseaux résultants exigent des praticiens qu'ils
soient pleinement conscients des piéges et des possibilités qu'offre la méthode
choisie. La construction de réseaux écologiques fiables nécessite donc de connaitre
les avantages et les limites inhérents a chaque méthode afin de choisir la méthodologie
adaptée au systeme étudié et aux questions de recherche abordées. La révélation des
liens trophiques réalisés repose traditionnellement sur des techniques a forte intensité
de main-d'ceuvre basées sur des observations directes sur le terrain[50], I'élevage ou
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des dissections microscopiques du contenu intestinal et des feces [51]. Tout en
fournissant des informations comportementales significatives, ces approches
présentent des limites majeures lorsqu'on travaille sur des espéces souterraines ou
nocturnes et empéchent |'étude alimentaire des insectes qui se nourrissent de seve
[52]. Les approches basées sur les empreintes d'alcanes des plantes, I'électrophorese
des protéines du contenu intestinal, I'analyse des isotopes stables, la détection des
protéines des proies a l'aide d'anticorps polyclonaux et monoclonaux (ELISA) et les
méthodes basées sur I'ADN peuvent aider a surmonter les obstacles de l'identification
visuelle [15, 53, 54]. Cependant, les performances de ces techniques dépendent du
contexte [52]. Les empreintes d'alcanes des plantes et I'électrophorese des protéines
ne sont pas adaptées pour refléter I'étendue du régime alimentaire des espéces
généralistes (fournissant des motifs de bandes chevauchantes non interprétables)
[55]. Les études d'enrichissement isotopique ont I'avantage de fournir des informations
sur des échelles temporelles plus longues, en intégrant les flux énergétiques passeés
plutt que le repas le plus récent. Cependant, les signatures isotopigues sont sujettes
a des variations entre les espéces qui peuvent conduire a interprétations de liens
trophiques incohérents et peu clairs [56]. Aprés les techniques basées sur I'ADN,
I'approche des anticorps monoclonaux est la deuxieme méthode la plus utilisée pour
I'évaluation des réseaux trophiques en agriculture [57]. Les antigénes de proies
présentent I'avantage d'étre détectables plus longtemps apres leur consommation [58],
par rapport a la dégradation rapide de I'ADN des proies dans lintestin des
consommateurs. Bien que les antigenes soient de bons marqueurs pour détecter la
consommation d'une proie spécifique par une série de prédateurs, ils ne sont pas
adaptés aux analyses complexes des réseaux trophiques car leur développement
serait colteux et long [59].

Les méthodes basées sur I'ADN, qui sont au cceur de notre méthodologie pour
acqueérir les données d’interactions sur le terrain, sont de plus en plus utilisées dans
I'élucidation de réseaux trophiques en agriculture [51, 57, 60]. Le plus souvent, le
metabarcoding [61] associé aux technologies de séquencage haut débit [62] nous offre
la possibilité de traiter efficacement un grand nombre d'échantillons. Par exemple, a
partir d'un échantillon de contenu digestif d'Arthropodes prédateurs prélevé sur le
terrain, il est possible de reconstruire son régime alimentaire et de révéler des
interactions difficiles a observer, telles qu’héte-parasitoide, quel que soit le stade de
vie de l'insecte [63, 64]. Cependant, ces méthodes sont également sujettes a des
sources d'erreurs potentielles [65] qui sont I'objet de cette section.

Le dispositif d'échantillonnage et le stockage peuvent produire des interactions
faussement positives (par le biais de contaminations externes, de prédation
secondaire ou de fouille des cadavres) [29, 66, 67]. Le piégeage de masse a été
éliminé de nos processus dés 2014 car sujet a la prédation secondaire et totalement
artificielle dans les pieges. Il est préférable de prélever les insectes individuellement,
a l'aide d'un aspirateur a embouts uniques ou directement a la main avec des pinces
stériles [67]. Cette méthode a forte intensité de temps peut étre adaptée en limitant le
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temps de collecte a des périodes standard sur chaque site de collecte, normalisant
ainsi l'effort d'échantillonnage pour des comparaisons ultérieures entre les sites.
Cependant quel que soit le temps passe, les limites du raisonnable s’opposent bien
souvent a une complétude satisfaisante de I’échantillonnage pour qu’il soit
représentatif des interactions réelles. Soit parce que les périodes d’échantillonnage
sont réduites (a I'échelle de la journée, de la saison et de la dynamique de la
communauté), et/ou parce qu'il reflete une activité observable a un moment t qui ne
refléete pas nécessairement I'ensemble des interactions. La dimension spatiale est
souvent incomplétement traitée également pour les mémes raisons de colt humain
dans l'acquisition des données de terrain. Pour essayer de mesurer cette complétude,
nous utilisons une adaptation des courbes d’accumulation en espéces (bien connues
dans la caractérisation des échantillonnages d’especes), modifiée pour visualiser
I'accumulation des interactions par paires d’'especes [68] (Figure 15). Ces courbes
sont une indication précieuse sur le niveau de complétude de I'échantillonnage
directement au niveau des interactions et permettent soit de tenter de compléter celui-
ci en fonction de I'objectif, soit de relativiser la représentativité des résultats.
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Fig. 15 : Sous-réseau généré par les 39 taxons végétaux mentionnés dans la section précédente, leurs
herbivores associés et leurs ennemis naturels, était composé de 116 nceuds et 213 interactions (Figure
11). Une analyse de ce sous-réseau a indiqué que les herbivores collectés sur S. oleraceus
constituaient également une ressource pour divers ennemis naturels. La courbe d'accumulation
impliquant S. oleraceus atteint un plateau (visible en normalisant les échelles) alors que celle des
interactions globales n’atteint pas ce plateau et relativise donc la représentativité des interactions en
dehors de celles impliquant S. oleraceus. (Figure extraite d’un article en cours de révision)
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Une question a laquelle on se heurte également est la gestion du jeu d’échantillons,
en particulier quand la diversité a chaque échantillon (ou site) est clairement
différentiée, que ce soit suite a des conditions environnementales différentes, des
tempos d’échantillonnage différents ou des contingences évolutives différentes. Selon
la question biologique pour laquelle les réseaux sont reconstruits, tous les niveaux de
stratégie sont possibles, depuis le maintien a I'échelle du site de chaque réseau,
I'agrégation des réseaux similaires, dans la dimension temporelle ou spatiale, ou enfin
'agrégation de communautés contrastées dans un schéma d’échantillonnage
maximisant la variabilité. Dans tous les cas, représenter la dissimilarité entre les
communautés est important avant de décider du processus d’agrégation adéquate.
Dans la Figure 16 ci-dessous, est représentée la dissimilarité des communautés
échantillonnées en France dans le cadre du programme de lutte contre S. oleraceus.
Les données de I'ensemble des régions et des périodes ont été agrégées pour
répondre aux questions du programme au mieux (voir section « Apports des réseaux
d’interactions »).
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Figure 16 : Représentation de la dissimilarité des communautés (distances de Bray-Curtis) en deux
dimensions par une mise a I'échelle multidimensionnelle non métrique (NMDS). Pour les communautés
végétales (a et c), la valeur du stress est de 0,14 (avec k=3) et pour les communautés d'arthropodes (b
et d), la valeur du stress est de 0,17 (avec k=2). Les différences entre les régions sont indiquées a
gauche : la région semi-océanique en rouge, la région continentale en bleu et la région méditerranéenne
en vert. A droite, les différences entre les trois sessions d'échantillonnage sont indiquées : la date 1
(avril) en bleu clair, la date 2 (mai) en gris clair et la date 3 (juin) en gris foncé. (Figure extraite d’'un
article en cours de révision)

Outre le caractere incomplet de I'échantillonnage [24], |a stabilité et la détectabilité
de I'ADN sont également une source de faux négatifs. Des tests de sensibilité peuvent
étre utilisés pour évaluer combien de temps apres l'ingestion une proie ou une plante
I'ADN peut étre détecté dans lintestin du consommateur [80]. Par ailleurs, pour
maximiser la conservation des échantillons avant I'extraction de '’'ADN, nous avons
choisi de les stocker dés leur capture sur le terrain directement dans le tampon de lyse
utilisé dans le protocole d’extraction d’ADN total et stocké a 4°C jusqu’a I'extraction.

Le protocole d’extraction d’ADN lui-méme a été repensé a zéro avec plusieurs objectifs
en téte :

- Augmenter le taux d’extractions d’ADN réussies (au sens qu’elles permettent
I'amplification du ou des marqueurs cibles) au-dela des 80% que nous
obtenions avec les kits commerciaux (Qiagen)

- Permettre une automatisation de I'ensemble de la chaine de traitement physico-
chimique des échantillons

Nous avons opté, en collaboration avec 'TUMR AGAP et Sylvain Santoni en particulier
(Montpellier), pour une remise a plat du protocole sur les bases fondamentales de
biochimie, avec une phase de lyse comprenant une protéase et une cellulase (adaptée
aux cellules végétales), une capture de I'’ADN sur billes magnétigues a surface
recouverte de silice via des processus robotisables, et des purifications robotisables
également sur les mémes matériels [69, 70]. Cet investissement dans la méthode a
permis a une personne (Johanne Tavoillot) d’extraire en quelgues semaines plus de 5
000 échantillons avec un taux de réussite a la PCR de 97% en moyenne selon le
marqueur.

Une fois 'ADN des échantillons extrait, la détection du régime alimentaire est un
défi en soit. La diversité des consommateurs disqualifie 'approche par bloqueur qui
pourrait étre utile pour empécher I'amplification du marqueur utilisé pour le
metabarcoding chez un consommateur particulier. Il a donc fallu miser sur la
profondeur de séquencage pour extraire les séquences des proies ingérées de
I'ensemble des séquences de I'échantillon. L’arrivée récente des plateformes lllumina
Novaseq a permis en cing ans de diviser le prix des séquences par 15, ce qui permet
d’accéder a une profondeur trés importante pour un trés grand nombre d’échantillons
simultanément.
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Avant le séquencage toutefois, il reste deux verrous. Le premier est la sélection du
marqueur moléculaire (metabarcode) ou le design d’'un couple d’amorces pour
amplifier le marqueur d’intérét choisi pour sa variabilité et la disponibilité des banques
de référence taxonomiques. Méme si le gene mitochondrial Cytochrome Oxydase |
(COI) est généralement reconnu pour ses propriétés dans la délimitation des especes
d'arthropodes [71], il n'existe pas de paire d’amorces universelles permettant
d’amplifier 'ensemble des Arthropodes. Nous avons donc utilisé la combinaison de
trois jeux d'amorces pour amplifier le gene COIl avec une large couverture
taxonomique [67, 72-75] (Figure 17). Une étape technique en cours de développement
est le multiplexage de ces amplifications pour réduire les codts.

Arthropod families Arthropod species
HEX HCO HEX HCO
3 12
11 6 32 5
54 98
30 2 72 4
27 75
a) LEP ) LEP

Fig. 17 : Diagramme de Venn de la couverture taxonomique obtenue avec les trois marqueurs COI
utilisés dans I'analyse des communautés d’Arthropodess en interaction avec S. oleraceus,
représentée par a) la diversité des familles d'arthropodes et b) la diversité des espéces d'arthropodes.

Pour les plantes, il est relativement consensuel de considérer que de multiples
marqueurs végétaux sont nécessaires pour déterminer les especes végétales [76].
Nous sommes partis dans cette direction avec deux marqueurs classiques (rbcl et
matk) qui n'ont pas donné de résultats satisfaisant en termes de polymorphisme
utilisable a I'échelle spécifique ou méme générique. Ce défi reste a résoudre
aujourd’hui (il y a un potentiel pour les approches utilisant la capture d’exons en
multiplex méme si les quantités d’ADN sont généralement limitantes pour assurer la
reproductibilité de la capture). Cela nous a contraint & ne prendre en compte que les
interactions Arthropodes/Plantes réellement observées dans les parties internes des
plantes disséquées individuellement, procédure extrémement chronophage (trois fois
plus longue que I'’échantillonnage sur le terrain lui-méme) mais qui, par sa démarche
conservative, permet d’éviter les faux positifs.
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Le multiplexage massif d’échantillons pour rentabiliser les opérations de
séquencage nous a demandé d’'innover dans le domaine du « tagging moléculaire »
utilisé pour identifier chaque échantillon apres séquencage. Nous avons défini des
etiquettes de 9 bases [77] maximisant leur diversité et dissimilarité (distance de
Hamming) ce qui nous a permis de réduire le taux de chimeres artificielles de 7,3%
(admises dans la littérature et corroborée par notre expérience [78]) a 0.41%. Cet effort
nous a permis d’éliminer virtuellement tout risque d’interaction artificielle liee a une
erreur de lecture des étiguettes ou a la création de recombinants pendant les phases
de construction des librairies Illumina. Enfin, nous avons repris complétement le
processus de traitement des données de séquence depuis la sortie du séquenceur
jusqu’a l'assignation des variants identifiés afin de fiabiliser le processus, 'automatiser
entierement et permettre sa parallélisation et ainsi assurer la scalabilité du traitement
guel que soit le nombre de séquences [79, 80] (Figure 18 pour un schéma résume).
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herbivores et les ennemis naturels. (Figure extraite d'un article en révision)
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La phase la plus sensible du traitement des données est sans aucun doute
I'identification précise des variants (assignation). Elle dépend, au-dela de
I'algorithme utilisé, principalement de la qualité et de l'exhaustivité de la base de
données de référence interrogée [81, 82]. Malheureusement, les banques de
référence publiqgues (BOLD, Genbank) ont un taux d’erreur taxonomique ne permettant
pas de leur faire une confiance aveugle. C'est d'ailleurs le cas aussi de la propre
banque de référence du laboratoire (plusieurs milliers d’espéces d’Arthropodes
présentes en Europe) qui n'est pas exempte de contradictions malgré des efforts de
gualification considérables. Pour tenter de résoudre ce probleme, nous avons choisi
d’adopter une démarche d’assignation taxonomique hybride utilisant a la fois une
banque de référence créée pour chaque programme, la banque de référence du CBGP
et BOLD. Nous comparons les assignations dans les trois banques de références et
chaque ambiguité est levée manuellement par une démarche experte accompagnée
par les entomologistes de l'unité.

Finalement, la transformation des données assignées en matrice de contiguite,
gui permet la reconstruction des réseaux et leur analyse, nécessite a ce jour une étape
de validation manuelle et faisant appel a I'écologie, les données recueillies sur le
terrain, I'entomologie et la botanique. Elle s’appuie également sur la littérature
disponible donnant un cadre aux interactions plausibles [83]. Ce processus est
couteux en temps et son objectivation résumée dans la Figure 19 a été rendue
nécessaire pour éviter au maximum des effets liés a I'analyste. Finalement, I'utopie
de quantifier les proportions relatives des proies dans le régime alimentaire d’'un
individu doit étre abandonnée car de multiples raisons (dégradation différentielle et
différences de taille pour ne citer que les deux plus évidentes) expliquent I'absence
de lien entre le nombre de séquences obtenues pour un taxon et le nombre d’individus
correspondants ou leur proportion dans le régime alimentaire. A ce stade, seule la
fréquence d’occurrence d’'une proie a du sens au niveau des espéces et c’est bien
cette information que nous conservons dans les analyses qui utilisent des approches
guantitatives pour pondérer les interactions.
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Fig. 19 : Schéma présentant le processus suivi pour la transformation des données brutes du

séguencgage en une matrice de contiguité.
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La représentativité et la fiabilité des données utilisées pour reconstruire et analyser les
réseaux est un enjeu majeur qui nous a demandé des efforts et un investissement
considérable, tant humain que financier. Ces efforts ont abouti a la faveur de la these
de Mélodie Ollivier dont les premiers réseaux ont permis de faire des progres
significatifs vis-a-vis des derniéres difficultés liées la conversion des assignations des
variants en matrices de contiguité. Aujourd’hui je pense qu’on peut dire que nous
avons l'expertise dans I'acquisition et le traitement des données pour construire les
réseaux d’interactions écologiques pour les relations Arthropodes/Arthropodes et dans
une certaine mesure Arthropodes/Plantes. Dans ce processus nous avons appris
I'importance de I'hybridation des approches moléculaires et plus traditionnelles
(observation directe sur le terrain, dissection au labo, mise en élevage de larves par
exemple) qui sont précieuses dans la validation des assignations et la construction de
la matrice de contiguité.

Cet aspect de développement méthodologique est contrasté car il ttmoigne de la
nécessité d’avoir investi dans la refonte du processus d’acquisition mais il a mobilisé
toute notre attention ce qui a freiné notre capacité a pleinement utiliser puis développer
cette approche dans I'analyse du fonctionnement des communautés en interaction. Je
veux donc dans la partie suivante, pour conclure, introduire en perspectives quelles
sont les pistes d’évolution du projet de recherche a différents termes et tracer les
dimensions potentielles qu’il pourrait explorer.
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4 - REFLEXION SUR LES ACTIVITES ET

PERSPECTIVES

Le bilan des six derniéres années est tres positif sur le plan qualitatif avec le
développement d'une thématique claire, innovante et utile tant sur les plans
académiques que plus appliqués. J'ai pu trouver les subventions adéquates pour
soutenir cette activité de reconstruction et d’analyse des réseaux d’interactions
ecologiques et construire assez rapidement un groupe et des collaborations solides et
efficaces dont le travail commence a porter ses fruits en termes de valorisation de la
recherche (12 de mes 15 derniéres publications depuis 2014 sont centrées sur cette
thématique). Notre courbe collective (j'inclue I'ensemble du groupe : ITA, doctorante
et postdoctorants) de montée en compétence dans l'analyse des interactions
écologiques a une belle dynamique en perspective et les premiers résultats sont tres
encourageants et reconnus par la communauté dans les meetings (pris de la meilleure
présentation dans le meeting ICE a Sydney en septembre dernier pour Mélodie Ollivier
par exemple). Tous les voyants sont au vert la aussi donc pour valoriser I'expérience
dans une phase maintenant tournée vers l'analyse et le fonctionnement des
écosystemes.

PREMIERE ETAPE A COURT TERME : LE TEMPS DE L'IMMERSION
DANS LES « NETWORK SCIENCES »

Maintenant que nous avons obtenu des données dont la fiabilité est grandement
améliorée, je peux me consacrer pleinement a I'analyse de réseaux et viser la maitrise
analytique dans le contexte des programmes en cours, en particulier celui concernant
la régulation de S. oleraceus, mais aussi pour le programme STRADIV dont les
données sont acquises. De méme, nous avons développé un programme sur les
interactions chez les communautés d’acariens prédateurs/proies dont les données
sont produites également. Ce que j'entends par « maitriser », c'est connaitre et savoir
appliqguer le panel de méthodes liées a l'analyse des réseaux pour répondre
efficacement aux questions biologiques posées par les programmes qui les utilisent
comme une approche du fonctionnement des communautés. Cet objectif est assez
personnel car il assoit le socle de compétences de bases nécessaire au
développement des perspectives a plus long terme. Les réseaux ont des
caractéristiques universelles qui ont été approfondies et étudiées dans de tres
nombreux champs disciplinaires. Mon objectif est bien entendu d’approfondir mes
compétences dans l'analyse des réseaux d’interactions écologiques. Cependant, la
généricité des mécanismes sous-tendus par les réseaux en fait un outil dont la portée
va bien au-dela de I'écologie des interactions et des communautés. J'irai donc explorer
les champs treés divergents utilisant ces réseaux, y compris hors Sciences de la Vie,
pour en retirer les usages et les enseignements remobilisables dans le contexte de ce
projet. L'objectif pragmatique est d’étre indépendant et je I'espére pertinent dans
I'analyse d’ici 2022 et a partir de la de progresser régulierement dans I'expertise, sur
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le modéle de ce que nous faisons dans le domaine de I'acquisition des données,
moléculaires en particulier ou les premiéres étapes ont été franchies collectivement.

UN SECOND TEMPS: EXPRIMER PLEINEMENT LE POTENTIEL DE
L’APPROCHE RESEAUX D’'INTERACTIONS DANS LE CADRE DU LIEN
BIODIVERSITE-FONCTIONNEMENT DES ECOSYSTEMES

La littérature est riche dans le domaine du réle que I'analyse des réseaux d’interactions
écologiques ont dans ['étude des relations Biodiversité-Fonctionnement des
écosystemes [84-88]. En effet, les réseaux trophiques en particulier, forment une
représentation intégrée des relations entre espéces constituant les communautés en
intégrant leurs dynamiques des populations, I'évolution des traits d’histoire de vie, la
diversité taxonomique, phylogénétique et fonctionnelle, et I'expression des filtres
écologiques dans I'assemblage des communautés. Ces réseaux sont des ponts entre
I'écologie et la biologie évolutive qui permettent d’accéder a des fractions de la
compréhension du fonctionnement des écosystemes. Cette richesse conceptuelle
s’étend dans de multiples domaines de recherche de I'écologie qui sont associés a
autant de dimensions évolutives et cette matrice du champ des possibles impose de
faire des choix de positionnement a moyen terme. Il me semble que pour ma part, une
évolution du projet a moyen terme peut avoir deux directions qui me semblent
cohérentes avec mon parcours et objectifs généraux, ces directions n’étant pas
incompatibles bien entendu.

La premiere serait de générer, combiner et analyser des réseaux d’interactions
écologiques déclinant I'ensemble des grandes interactions présentes dans les
communautés (en restant centré sur les agroécosystemes). Allier les informations des
réseaux construits sur les relations Arthropodes/Arthropodes, Arthropodes/Plantes,
Plantes/communautés bactériennes pour ne citer que celles-ci, produirait une vision
en « meéta-réseau » qui permettrait I'étude des processus de régulation a cette échelle
alors qu’ils sont encore dans la majorité des cas fragmentés dans des équipes
disciplinaires spécialisées dans un organisme d’étude spécifique ou focalisé sur un
service écosystémique particulier. De facon complémentaire, on peut également
imaginer d’incorporer les aspects de diversité génétique intraspécifique, par exemple

des plantes cultivées comme nous nous apprétons a le faire dans le cadre du
programme ANR PPR Mobidiv (Collaboration avec 'TUMR AGAP pour cet aspect).

En contrepoint de cette approche empirique, la seconde option serait d'utiliser les
outils de la modélisation pour étudier la relation Diversité / fonctionnement de
I'écosysteme au-dela des indices de diversité globaux qui ne prennent pas en compte
I'identité et la fonction des espéces dans le réseau. Le besoin de prédiction de I'impact
de perturbations sur la structure et la dynamique des réseaux d'interactions fait
également sens dans la démarche d’utilisation des réseaux pour optimiser les services
écosystémiques et, par exemple, minimiser le risque lié au lacher d’agents de contrdle
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biologiques exotiques dans des communautés locales. D’'un point de vue théorique,
ces développements permettraient de participer de la compréhension des processus
de régulation des communautés, enrichie des possibilités conjointe de manipulation
expérimentale des acteurs du réseau dans les systemes relativement simples
caractéristiques des agrosystemes.

Dans les deux scenarii d’évolution a long terme de ce projet de recherche (une
multitude d’autres options sont susceptibles d’émerger d'’ici la !), la constante est bien
la compréhension des mécanismes régissant le fonctionnement des écosystemes.
Celle-ci impliquera la multiplicité et la complémentarité des compétences nécessaires
pour mener a bien le projet. Cette complémentarité des acteurs s’exprime dans le
spectre taxonomique comme disciplinaire et implique un réseau de collaborations
efficaces sur le long terme, et partageant au moins partiellement I'objectif. La
communauté scientifigue de Montpellier, et au-dela sur ces thématiques au niveau
global se préte particulierement bien a ces deux options étant donné le panel de
compétences existantes et la réelle volonté dans les discussions au quotidien
d’'intégrer ces compétences dans un collectif au service de la compréhension du
fonctionnement de ces communautés au sens large.

Dans ce contexte, les compétences a développer sont non seulement celles d’'un
expert dans une des disciplines (pour ma part il est acquis que jai débuté un
glissement de focale depuis I'’écologie moléculaire vers I'écologie des interactions),
mais aussi celles d’'un facilitateur d’émergence et de réalisation de programmes de
recherche dans lesquels pourront s’exprimer ces complémentarités, qu’elles soient
disciplinaires ou relatives a I'objet d’étude. Mon profil universitaire issu d’'une formation
en Sciences Naturelles (qui n’existe plus, ayant laissé la place a des disciplines plus
spécifiques) a probablement un role dans ma perception de l'importance de ce
positionnement.

En termes de formation et de direction des recherches des futurs chercheurs et
scientifiques en général, j'ai a cceur de promouvoir et de rendre tangible cette capacité
de développement permanent de son expertise dans son domaine disciplinaire. De
méme, il est crucial que les futurs scientifiques puissent, par leur curiosité, se nourrir
des apports de champs qui ne sont pas dans son coeur de compétences. Cette
impulsion vers I'ouverture supportée par un socle disciplinaire solide est a mon sens
centrale dans mon role de direction de recherche. Evidemment, de par mes fonctions
dans mon établissement, je ne saurais conclure sans préciser que parmi les valeurs
gue j'estime nécessaires a la conduite de la Recherche, lintégrité scientifique et la
transparence sont des éléments centraux de ce que je vise a promouvoir et développer
chez les collaborateurs, étudiants ou non avec qui j'ai la chance de travailler.

58



BIBLIOGRAPHIE

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Bartomeus, I., et al., A common framework for identifying linkage rules across
different types of interactions. Functional Ecology, 2016. 30(12): p. 1894-1903.

Thébault, E. and C. Fontaine, Stability of Ecological Communities and the
Architecture of Mutualistic and Trophic Networks. Science, 2010. 329(5993):
p. 853-856.

Lewinsohn, T.M., et al., Structure in plant—animal interaction assemblages.
Oikos, 2006. 113(1): p. 174-184.

Letourneau, D.K., et al., Does plant diversity benefit agroecosystems? A
synthetic review. Ecological Applications, 2011. 21(1): p. 9-21.

Isbell, F., et al., High plant diversity is needed to maintain ecosystem services.
Nature, 2011. 477(7363): p. 199-U96.

Borrett, S.R., J. Moody, and A. Edelmann, The rise of Network Ecology: Maps
of the topic diversity and scientific collaboration. Ecological Modelling, 2014.
293: p. 111-127.

Pimm, S.L., J.H. Lawton, and J.E. Cohen, Food web patterns and their
consequences. Nature, 1991. 350(6320): p. 669-674.

Barraclough, T.G., How Do Species Interactions Affect Evolutionary Dynamics
Across Whole Communities? Annual Review of Ecology, Evolution, and
Systematics, 2015. 46(1): p. 25-48.

Bascompte, J. and P. Jordano, Plant-Animal Mutualistic Networks: The
Architecture of Biodiversity. Annual Review of Ecology, Evolution, and
Systematics, 2007. 38(1): p. 567-593.

Traveset, A. and D.M. Richardson, Mutualistic Interactions and Biological
Invasions. Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics, 2014.
45(1): p. 89-113.

Seibold, S., et al., The Necessity of Multitrophic Approaches in Community
Ecology. Trends in Ecology & Evolution, 2018. 33(10): p. 754-764.

Dee, L.E., et al., Operationalizing Network Theory for Ecosystem Service
Assessments. Trends in Ecology & Evolution, 2017. 32(2): p. 118-130.

McDonald-Madden, E., et al., Using food-web theory to conserve ecosystems.
Nature Communications, 2016. 7(1): p. 10245.

Memmott, J., Food Webs as a Tool for Studying Nontarget Effects in Biological
Control, in Nontarget Effects of Biological Control. 2000: Boston, MA. p. 147-
163.

Sheppard, S.K. and J.D. Harwood, Advances in molecular ecology: Tracking
trophic links through predator-prey food-webs. Functional Ecology, 2005.
19(5): p. 751-762.

Willis, A.J. and J. Memmott, The potential for indirect effects between a weed,
one of its biocontrol agents and native herbivores: A food web approach.
Biological Control, 2005. 35(3): p. 299-306.

Suckling, D.M. and R.F.H. Sforza, What Magnitude Are Observed Non-Target
Impacts from Weed Biocontrol? PLoS ONE, 2014. 9(1): p. e84847.

59



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Hinz, H.L., R.L. Winston, and M. Schwarzlander, How Safe Is Weed Biological
Control? A Global Review of Direct Nontarget Attack. The Quarterly Review of
Biology, 2019. 94(1): p. 1-27.

Louda, S.M., et al., Ecological Effects of an Insect Introduced for the Biological
Control of Weeds. Science, 1997. 277(5329): p. 1088-1090.

Louda, S.M., et al., Nontarget effects--the Achilles’ heel of biological control?
Retrospective analyses to reduce risk associated with biocontrol introductions.
Annual Review of Entomology, 2003. 48: p. 365-396.

Corcket, E., B. Giffard, and R.F.H. Sforza, Food Webs and Multiple Biotic
Interactions in Plant—Herbivore Models. Advances in Botanical Research,
2017. 81: p. 111-137.

Briese, D.T., Translating host-specificity test results into the real world: The
need to harmonize the yin and yang of current testing procedures. Biological
Control, 2005. 35(3): p. 208-214.

Fowler, V.S., et al., How can ecologists help practitioners minimize non-target
effects in weed biocontrol? Journal of Applied Ecology, 2012. 49(2): p. 307-
310.

Dormann, C.F., J. Frind, and H.M. Schaefer, Identifying Causes of Patterns in
Ecological Networks: Opportunities and Limitations. Annual Review of
Ecology, Evolution, and Systematics, 2017. 48(1): p. 559-584.

Dormann, C.F., How to be a specialist? Quantifying specialisation in
pollination networks. 2011.

Memmott, J., The structure of a plant-pollinator food web. Ecology Letters,
1999. 2(5): p. 276-280.

Jorge, L.R., et al., Phylogenetic trophic specialization: a robust comparison of
herbivorous guilds. Oecologia, 2017. 185(4): p. 551-559.

Redmond, C.M., et al., High specialization and limited structural change in
plant-herbivore networks along a successional chronosequence in tropical
montane forest. Ecography, 2019. 42(1): p. 162-172.

Derocles, S.A.P., et al., Biomonitoring for the 21st Century: Integrating Next-
Generation Sequencing Into Ecological Network Analysis. Advances in
Ecological Research, 2018. 58: p. 1-62.

Mollot, G., et al., Cover Cropping Alters the Diet of Arthropods in a Banana
Plantation: A Metabarcoding Approach. PLoS ONE, 2014. 9(4): p. €93740.

Herron-Sweet, C.R., et al., Native parasitoids associated with the biological
control agents of Centaurea stoebe in Montana, USA. Biological Control,
2015. 86: p. 20-27.

Murillo Pacheco, H., et al., Food web associations and effect of trophic
resources and environmental factors on parasitoids expanding their host range
into non-native hosts. Entomologia Experimentalis et Applicata, 2018. 166(4):
p. 277-288.

Pearson, D.E. and R.M. Callaway, Indirect effects of host-specific biological
control agents. Trends in Ecology & Evolution, 2003. 18(9): p. 456-461.

60



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Pearson, D.E. and R.M. Callaway, Indirect nontarget effects of host-specific
biological control agents: Implications for biological control. Biological Control,
2005. 35(3): p. 288-298.

Carvalheiro, L.G., et al., Apparent competition can compromise the safety of
highly specific biocontrol agents. Ecology Letters, 2008. 11(7): p. 690-700.

Memmott, J., et al., The invertebrate fauna on broom, Cytisus scoparius,in two
native and two exotic habitats. Acta Oecologica, 2000. 21(3): p. 213-222.

Cornell, V.H. and B.A. Hawkins, Accumulation of native parasitoid species on
introduced herbivores: a comparison of hosts as natives and hosts as
invaders. The American naturalist, 1993. 141(6): p. 847-65.

Delmas, E., et al., Analysing ecological networks of species interactions.
Biological Reviews, 2019.

Eitzinger, B., et al., Assessing changes in arthropod predator—prey interactions
through DNA-based gut content analysis—variable environment, stable diet.
Molecular Ecology, 2019.

Ximenes Pinho, B., W. Dattilo, and I.R. Leal, Structural breakdown of
specialized plant-herbivore interaction networks in tropical forest edges.
Global Ecology and Conservation, 2017. 12: p. 1-8.

Bersier, L.-F., C. BanaSek-Richter, and M.-F. Cattin, Quantitative descriptors
of Food-web matrices. Ecology, 2002. 83(9): p. 2394-2407.

Simmons, B.l., et al., bmotif: a package for motif analyses of bipartite
networks. bioRxiv, 2018: p. 302356.

Barratt, B.1.P., et al., Progress in risk assessment for classical biological
control. Biological Control, 2010. 52(3): p. 245-254.

Tylianakis, J.M. and A. Binzer, Effects of global environmental changes on
parasitoid—host food webs and biological control. Biological Control, 2014. 75:
p. 77-86.

Lopez-Nuiez, F.A., et al., Four-trophic level food webs reveal the cascading
impacts of an invasive plant targeted for biocontrol. Ecology, 2017. 98(3): p.
782-793.

Mao, X., et al., An ecological-network-analysis based perspective on the
biological control of algal blooms in Ulansuhai Lake, China. Ecological
Modelling, 2018. 386: p. 11-19.

Romanuk, T.N., et al., Predicting invasion success in complex ecological
networks. Philosophical transactions of the Royal Society of London. Series B,
Biological sciences, 2009. 364(1524): p. 1743-54.

Pires, M.M., Rewilding ecological communities and rewiring ecological
networks. Perspectives in Ecology and Conservation, 2017. 15(4): p. 257-265.

Baker, C.M., et al., A novel approach to assessing the ecosystem-wide
impacts of reintroductions. Ecological Applications, 2019. 29(1): p. e01811.

Sander, E.L., J.T. Wootton, and S. Allesina, Ecological Network Inference
From Long-Term Presence-Absence Data. Scientific reports, 2017. 7(1): p.
7154.

61



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Evans, D.M., et al., Merging DNA metabarcoding and ecological network
analysis to understand and build resilient terrestrial ecosystems. Functional
Ecology, 2016. 30(12): p. 1904-1916.

Pompanon, F., et al., Who is eating what: Diet assessment using next
generation sequencing. Molecular Ecology, 2012. 21(8): p. 1931-1950.

De Barba, M., et al., DNA metabarcoding multiplexing and validation of data
accuracy for diet assessment: application to omnivorous diet. Molecular
Ecology Resources, 2014. 14(2): p. 306-323.

Wirta, H.K., et al., Complementary molecular information changes our
perception of food web structure. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 2014. 111(5): p. 1885-1890.

Symondson, W.O.C., Molecular identification of prey in predator diets.
Molecular Ecology, 2002. 11(4): p. 627-641.

Traugott, M., et al., Evaluating 15N/14N and 13C/12C isotope ratio analysis to
investigate trophic relationships of elaterid larvae (Coleoptera: Elateridae). Soil
Biology and Biochemistry, 2007. 39(5): p. 1023-1030.

Gonzélez-Chang, M. and M.-C. Lefort, Food webs and biological control: A
review of molecular tools used to reveal trophic interactions in agricultural
systems. Food Webs, 2016. 9: p. 4-11.

Schenk, D. and S. Bacher, Detection of shield beetle remains in predators
using a monoclonal antibody. Journal of Applied Entomology, 2004. 128(4): p.
273-278.

Chen, Y., et al., Identifying key cereal aphid predators by molecular gut
analysis. Molecular ecology, 2000. 9(11): p. 1887-98.

Roslin, T. and S. Majaneva, The use of DNA barcodes in food web
construction—terrestrial and aquatic ecologists unite! Genome, 2016. 59(9): p.
603-628.

Taberlet, P., et al., Towards next-generation biodiversity assessment using
DNA metabarcoding. Molecular Ecology, 2012. 21(8): p. 2045-2050.

Shendure, J. and H. Ji, Next-generation DNA sequencing. Nature
Biotechnology, 2008. 26(10): p. 1135-1145.

Gariepy, T.D., T. Haye, and J. Zhang, A molecular diagnostic tool for the
preliminary assessment of host-parasitoid associations in biological control
programmes for a new invasive pest. Molecular Ecology, 2014. 23(15): p.
3912-3924.

Hrcek, J. and H.C.J. Godfray, What do molecular methods bring to host—
parasitoid food webs? Trends in Parasitology, 2015. 31(1): p. 30-35.

Alberdi, A., et al., Scrutinizing key steps for reliable metabarcoding of
environmental samples. Methods in Ecology and Evolution, 2018. 9(1): p. 134-
147.

King, R.A., et al., Suction sampling as a significant source of error in molecular
analysis of predator diets. Bulletin of Entomological Research, 2012. 102(03):
p. 261-266.

62



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

King, R.A., et al., Molecular analysis of predation: A review of best practice for
DNA-based approaches. Molecular Ecology, 2008. 17(4): p. 947-963.

Jordano, P., Sampling networks of ecological interactions. Functional Ecology,
2016. 30(12): p. 1883-1893.

Brady, J.A., et al., High-throughput DNA isolation method for detection of
Xylella fastidiosa in plant and insect samples. J Microbiol Methods, 2011.
86(3): p. 310-2.

Cruaud, A., et al., Using insects to detect, monitor and predict the distribution
of Xylella fastidiosa: a case study in Corsica. Sci Rep, 2018. 8(1): p. 15628.

Hebert, P.D.N., et al., Biological identifications through DNA barcodes.
Proceedings of the Royal Society of London. Series B: Biological Sciences,
2003. 270(1512): p. 313-321.

Brandon-Mong, G.J., et al., DNA metabarcoding of insects and allies: an
evaluation of primers and pipelines. Bulletin of Entomological Research, 2015.
105(6): p. 717-727.

Folmer, et al., DNA primers for amplification of mitochondrial cytochrome ¢
oxidase subunit | from diverse metazoan invertebrates. Molecular Marine
Biology and Biotechnology, 1994. 3(5): p. 294-299.

Leray, M., et al., A new versatile primer set targeting a short fragment of the
mitochondrial COI region for metabarcoding metazoan diversity: application for
characterizing coral reef fish gut contents. Frontiers in Zoology, 2013. 10(1): p.
34.

Marquina, D., A.F. Andersson, and F. Ronquist, New mitochondrial primers for
metabarcoding of insects, designed and evaluated using in silico methods.
Molecular Ecology Resources, 2019. 19(1): p. 90-104.

Zhu, C., D. Gravel, and F. He, Seeing is believing? Comparing plant—herbivore
networks constructed by field co-occurrence and DNA barcoding methods for
gaining insights into network structures. Ecology and Evolution, 2019.

Martin, J.-F., error-proof_indexes v1.0. 2019.

Galan, M., et al., Metabarcoding for the parallel identification of several
hundred predators and their prey: Application to bat species diet analysis. Mol
Ecol Resour, 2018. 18(3): p. 474-489.

Bolyen, E., et al., QIIME 2: Reproducible, interactive, scalable, and extensible
microbiome data science. 2018.

Callahan, B.J., et al., DADAZ2: High resolution sample inference from Illlumina
amplicon data. Nature methods, 2016. 13(7): p. 581-583.

Vilgalys, R., Taxonomic misidentification in public DNA databases. New
Phytologist, 2003. 160(1): p. 4-5.

Creedy, T.J., W.S. Ng, and A.P. Vogler, Toward accurate species-evel
metabarcoding of arthropod communities from the tropical forest canopy.
Ecology and Evolution, 2019. 9(6): p. 3105-3116.

Bladmineerders Online, d., Plant Parasites of Europe — leafminers, galls and
fungi. 2020.

63



84.

85.

86.

87.

88.

D’Alelio, D., et al., Ecological-network models link diversity, structure and
function in the plankton food-web. Scientific Reports, 2016. 6(1): p. 21806.

Kirwan, L., et al., Diversity—interaction modeling: estimating contributions of
species identities and interactions to ecosystem function. Ecology, 2009.
90(8): p. 2032-2038.

Reiss, J., et al., Emerging horizons in biodiversity and ecosystem functioning
research. Trends in Ecology & Evolution, 2009. 24(9): p. 505-514.

Saint-Béat, B., et al., Trophic networks: How do theories link ecosystem
structure and functioning to stability properties? A review. Ecological
Indicators, 2015. 52: p. 458-471.

Ulanowicz, R.E., R.D. Holt, and M. Barfield, Limits on ecosystem trophic
complexity: insights from ecological network analysis. 2014. 17(2): p. 127-136.

64



ELSEVIER

Available online at www.sciencedirect.com

ScienceDirect

Current Opinion in

Insect Science

Characterizing ecological interaction networks to
support risk assessment in classical biological control

of weeds

Melodie Ollivier', Vincent Lesieur'?, Sathyamurthy Raghu® and

Jean-Francois Martin’

A key element in weed biological control is the selection of a
biological control agent that minimizes the risks of non-target
attack and indirect effects on the recipient community. Network
ecology is a promising approach that could help decipher
tritrophic interactions in both the native and the invaded
ranges, to complement quarantine-based host-specificity tests
and gain insights on potential interactions of biological control
agents. This review highlights practical questions addressed by
networks, including 1) biological control agent selection, based
on specialization indices, 2) risk assessment of biological
control agent release into a novel environment, via particular
patterns of association such as apparent competition between
agent(s) and native herbivore(s), 3) network comparisons
through structural metrics, 4) potential of network modelling
and 5) limits of network construction methods.

Addresses
" CBGP, Montpellier SupAgro, INRAE, CIRAD, IRD, Univ Montpellier,
Montpellier, France

2CSIRO Health and Biosecurity, European Laboratory, Montferrier sur
Lez, 34980, France

3CSIRO Health & Biosecurity, GPO Box 2583, Brisbane, QId 4001,
Australia

Corresponding author: Ollivier, Melodie (melodie.ollivier@supagro.fr)

Current Opinion in Insect Science 2020, 38:40-47

This review comes from a themed issue on Parasites/parasitoids/
biological control

Edited by Heinz Miiller-Schérer and Urs Schaffner
For a complete overview see the Issue and the Editorial
Available online 30th January 2020
https://doi.org/10.1016/j.cois.2019.12.002

2214-5745/Crown Copyright © 2020 Published by Elsevier Inc. All
rights reserved.

Introduction

Ecological networks (popularized as ‘food-cycles’ by
Elton in 1927 [1]) describe flows of matter and energy
within a community. For example, trophic networks
(food-webs) help to understand antagonistic interactions,
e.g. such as predation, parasitism and herbivory [2].
Deciphering such networks is a promising approach to

Check for
Updates

gain insight into niche-based community assembly,
reflecting the complexity of species interactions and
underlying ecosystem processes [3]. Such analyses can
strengthen our understanding of fundamental drivers of
community assembly [4,5], co-evolutionary processes [6],
ecosystem response to biological invasions and global
change [7,8], and ecosystem services management [9,10].

Network ecology could therefore benefit weed biological
control, a discipline that aims to re-associate a plant species
invading a novel environment with its specialist natural
enemies (i.e. biological control agents). Although under-
standing species interactions has been advocated for more
than 20 years [11-13], assessing risks still mostly rely on
experimental tests. Network ecology could enhance such
research programs through addressing practical questions
inherent to weed biological control (Figure 1). This article
reviews the approaches and methods that have been used to
answer these questions and highlights the potential of
ecological network analysis in the context of weed biologi-
cal control. This review also provides a brief overview of the
benefits and pitfalls of main network construction methods.

Defining the community of herbivores and
their host range to improve prediction of non-
target attacks

Classical biological control of weeds uses specialist natu-
ral enemies of the target plants to selectively reduce their
population dynamics under an acceptable economic
threshold. A vital first step in this process is the compila-
tion of inventories of natural enemies associated with the
target weed in its native range. The specificity of a
candidate biological control agent (BCA) is subsequently
explored to reduce adverse effects on non-target plants
[14,15]. Such tests are generally designed according to the
centrifugal phylogenetic method [16] and performed in
standardized environments under choice and no-choice
conditions. This conservative approach can lead to false
positive interactions as the realized field host range is
potentially more restricted than the fundamental host
range [17]. Risk evaluation solely under experimental
conditions has always been known to be simplistic and
increasing emphasis is being placed on field host-range
assessments in the native range [15]. This implies char-
acterizing interactions in diversified plant communities
and being able to describe the realized field host range of
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Figure 1
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lllustrative tripartite networks showing interactions among communities of plants (green), herbivores (orange), and natural enemies (blue)
(composed of predators and parasitoids). The first occur in native range, the second in invaded range. The third is a putative predictive network in
the invaded range. As in conventional representation of tripartite networks, each species is represented by a rectangle, whose width reflects its
relative abundance in the community. Analysis of networks is intended to enhance the selection of a biological control agent (BCA) with minimal
risk of non-target attacks and indirect effects on the recipient community. The process is divided into several steps. 1: Look for herbivores
specific to the target plant (dark green rectangles) in the field and determine potential BCAs (dark orange rectangles). Determining field
associations may provide more realistic information about species interactions, than relying solely on tests under controlled conditions. 2: Identify
potential natural enemies of these putative BCAs. Natural enemies could /) threaten BCA efficiency and, ii) be source of indirect effects on
recipient community via indirect interactions. 3: Compare realized ecological networks in native versus invaded ranges based on /) structural and
architectural properties and, ii) taxonomy. Networks associated with target species are expected to differ between native and invaded ranges in
terms of species richness, trophic guilds and complexity. Moreover, if taxonomically closely related species of natural enemies are found between
native and invaded ranges (dark blue rectangles), an introduced BCA is more likely to be attacked by these new natural enemies. 4: Predict
possible species associations following the release and establishment of a BCA. The third network presents possible indirect effects (dotted line)
of the introduced BCA via shared parasitoids with native herbivores (red rectangles). This indirect interaction (apparent competition) is likely to
have adverse effects on native herbivores and could cascade across other trophic levels.

arthropods through the construction of bipartite networks
(BPNg).

Two recent studies [18,19°°] characterized the diet of
insects analyzing their gut content and reconstructed
BPNs based on metabarcoding (molecular identification
of the diet through high throughput amplicon sequenc-
ing). Zhu et al. [19°°] in particular identified host plant
species of 239 Lepidoptera species, sampled in subtropi-
cal forest in China. By comparing traditional observations
of plant-herbivore interactions and morphological iden-
tifications versus molecular analyses of gut-content and
DNA identifications, this study revealed 46 plant species
exclusively detected by molecular methods as well as an
overall higher species resolution of ecological interactions
than originally thought with traditional observation. On a
community-wide scale, environmental DNA from wild
flowers also proved useful to discover cryptic and
unknown plant-arthropod interactions of diverse ecologi-
cal groups, for example, pollinators, gall inducers, and
herbivore species [20].

In weed biological control, ecological specialization of
herbivores is a key requisite in their selection as a BCA.
Realized interaction preferences are reflected in network

patterns [21°] as ecological and evolutionary constraints
tend to shape the modular structure of networks (Modu-
larity: groups of species, e.g. modules, strongly associated
with a particular set of plant species).

The computation of specialization indices is commonly
performed for pollination networks [22,23] and capture
different aspect of the architecture both for the whole
network and individual species. Specialization can be
measured by counting the number of resources per spe-
cies (Generality) or by quantifying the dependence of a
species upon a given resource (Interaction strength), (but
see Ref. [22] for more indices and their correlations).
Specialization patterns observed may be real, but also due
to low sampling completeness, or intrinsic differences in
resource attractiveness or abundance. Null models allow
correcting for such possible artefacts [24]. Tools like
econullnetr [25°] have been developed to look for resource
preferences of a consumer by comparing observed and
expected link strengths for every resource of a given
consumer species. Novotny ez a/. [26] investigated the
specificity pattern among feeding guilds of herbivorous
arthropods by estimating their effective specialization, an
index defined as the proportion of herbivore species
feeding on a particular host plant and being unique to
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this plant (detailed in Ref. [27]). A more recent study [28°]
compared the average herbivore specialization between
the interior of a tropical forest and edges, that are sup-
posed more disturbed and dominated by generalists.
Here, the specialization index (d’) translates to how the
observed interactions of a species differed from randomly
sampled interactions with other partners. The recently
developed distance-based specialization index (DSI) [29], an
extension of the species specificity index (SSI), accounts for
phylogenetic similarity and abundance of hosts plant
species (see application of both indices in Ref. [30]). This
promising index also accounts for differences in abun-
dance and sampling effort of consumers, which enables
robust comparisons among herbivore guilds.

The improvement of molecular techniques coupled with
contemporary analyses of BPNs offers multiple opportu-
nities for acquiring insights on interactions occurring in
natural environments, and may thus help to characterize
field host range of biological control candidates, and
complement host-specificity tests.

Looking for predators and parasitoids of
herbivores to improve predictions of indirect
effects

Adding parasitoids and predators to convert bipartite
networks (BPNs) into tripartite networks (TPNs) can
also assist weed biological control. Describing such net-
works in native and invaded ranges could help analyze the
influence of the third trophic level on BCA efficiency and
detect the likelihood of indirect effects on the community
dynamics.

Knowledge about parasitoids of BCAs is usually obtained
as part of rearing BCAs identified in native range surveys.
Characterizing predators of herbivores is more challeng-
ing as direct observation is required. Metabarcoding
enables the detection of prey in arthropod gut-content
but also early stage parasitoids in their hosts. In insect
biological control, the use of advanced molecular tech-
nologies for constructing ecological networks has been
recently developed [31°%,32] and could be directly trans-
ferable to weed biological control. The exploitation of
newly introduced organisms by parasitoids of the recipi-
ent community is a novel association that has been
repeatedly found in the context of biological invasions
[33,34°]. Likewise, predation of the BCA by native natu-
ral enemies is a pattern that has also been observed
[11,35,36]. These discoveries confirm the ability of intro-
duced organisms to modify food web structure. In a more
recent study [37], a post-release food web was constructed
involving the two BCAs of the weed Melaleuca
quinquenervia. 'The results showed that generalists pre-
dators impact the population dynamics of the two
released BCAs, although not significantly to diminish
biological control efficacy. The community-wide effects
of BCAs introduced to Hawaii were also explored vza the

construction of a TPN and non-target effects have been
identified on native communities [38]. Although sugges-
tions have been made to use network analyses in assessing
post-release safety of BCAs [11,13], they could also have
value in pre-release assessments of indirect effects.

T'o our knowledge, in classical biological control of weeds,
the only study attempting to quantify risk of indirect
impacts before the release of the BCA has been in
Portugal on Trichilogaster acaciaelongifoliae, a gall insect
on Acacia longifolia [39°°]. The authors focused on appar-
ent competition between the BCA and native herbivores
due to a shared natural enemy, which in the worst case can
lead to the extinction of the native species [40]. From a
plant-gall insect-parasitoid TPN, they calculated the
proportion of shared parasitoids between the BCA and
a native galler. They estimated the potential for the
galling BCA to affect the community according to two
scenarios: 1) the BCA interacts only with similar species as
those currently known to be in interaction with in its area
of origin; 2) the galler interacts with all species belonging
to the same family as the parasitoids currently known to
attack it in its area of origin. In doing so, they predicted
the potential for the BCA to interact with native para-
sitoids and resulting in highly significant indirect effects
on the native gall insect.

In addition to apparent competition, other indirect effects
could be monitored through network analyses (Figure 2).
Network motifs capture the meso-scale structure of a
particular species assemblage. Tools like dmorf [41]
can help count motifs, and species occurrence within
motifs, of a BPN and could be employed to look for
particular motifs involving BCAs. Despite their potential
value, there has been limited use of ecological networks
analyses in pre-release assessment in weed biological
control programs.

Comparing ecological networks between
native and invaded ranges to describe novel
interactions

The introduction of organisms into established com-
munities raises the prospect of novel associations cre-
ated in the recipient community. Assessing the extent
of modification caused by either invasive alien plants
(IAPs) or BCAs to recipient communities requires
comparison with a reference, that is, communities from
the native range, for network structure and species
composition. Trophic networks associated with TAP
species are hypothesized to 1) be composed of more
generalist species and 2) be less diversified (at the
herbivore and higher trophic levels) than the native
community structure [42,43].

Memmott e al. [42] compared, between native and
invaded habitats, the arthropod fauna on the IAP Scotch
broom, Cystisus scoparius, before the BCA release. They
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Figure 2
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Common motifs studied in ecological networks to explore community assembly. (a) 2-node motif that can be encountered in bipartite and
tripartite networks (a) specific relationship between a plant and a herbivore species). Motifs (b)—(d) are 3-node motifs present in bipartite and
tripartite structures. (b) Tri-trophic chain (a) plant consumed by a herbivore, which is then preyed upon by its natural enemy). (c) Exploitive
competition (a) similar resource shared by two consumers). (d) Apparent competition (a) shared consumer between two resource species). Motifs
(e) and (f) cannot be represented in bipartite or tripartite structure, since they represent species interacting within the same community. However,
these kinds of interactions occur frequently in natural ecosystems and can be visualized and studied in more complex graphs displaying
intermediate trophic levels. (€) Omnivory (a) consumer feeding on diversified food sources, including plants and arthropods, for example, carabid
beetles feeding of crop pests and weed seeds). (f) Intraguild predation (predation among a group of natural enemies also sharing a same
resource, for example, among natural enemies of aphids, mirids can feed on syrphid eggs).

confirmed that the generalist species were more abundant
in the exotic range, while specialist species were domi-
nant in the native range. By analyzing TPNs, authors
observed higher herbivore richness in the native range,
divided into seven feeding guilds, whereas some guilds
(seed and flower feeders) were absent in the invaded
range. The increased biomass and abundance of herbi-
vores in the native range coincided with higher natural
enemy biomass and abundance. Similar observations have
been made by comparing the structure of parasitoid
complexes associated with herbivores in their native
and invaded range [43] that also pointed out a correlation
between the abundance of parasitoids attacking a host in
its native versus invaded ranges. In a rare study that
investigated realized interactions through network com-
parison after release of a BCA [44], food webs constructed
from the two galling BCAs of the IAP A. longifolia,
revealed similar taxonomic patterns at the family and
super family levels and guild compositions. This study
indicates the predictive power of food webs.

When comparing taxa compositions, the Bray—Curtis sim-
tlarity index is the most commonly used. It allows assessing
the difference in species composition between two sam-
ples considering abundance data [28°45°°,46]. Structural
comparisons of trophic networks rely on the use of net-
works descriptors to extract information on species prop-

erties (e.g. Ratio of prey to consumers, Proportion of species per

trophic level), link properties (e.g. Link density, Connectance),
and consumer-prey asymmetries (e.g. Generality, Vulnera-
bility) [47]. These metrics, that can be elucidated using
various analytical packages (e.g. bipartite 48], cheddar
[49], foodweb [50], and enaR [51]), can enable a richer
understanding of potential ecological interactions of can-
didate BCAs in the native versus invaded ranges.

Predicting interactions to assess risks also
means modelling

Predictive models of food webs are an additional impor-
tant and helpful tool in biological control of weeds [52].
By combining the description of a static food web struc-
ture with dynamic population models, dynamic food webs
could further our understanding and ability to predict
changes due to species introductions [52,53]. In a recent
study [54], a network model was proposed, based on
phosphorus flows, to assess the direct and indirect effects
of different biological control methods on the dynamics of
algal blooms. Key nodes were identified in the network as
particularly efficient to control algal blooms, and strong
indirect influences were observed between functional
groups. This methodology could be adapted to classical
biological control. Sophisticated development of models
in closely related research fields of invasion biology [55]
and ecosystem management [56,57] would also be trans-
ferable to weed biological control.
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Selecting the best methods for reconstructing
reliable ecological networks

The relevance of ecological networks for weed biological
control depends on the reliability of the data and the
methods used to build them. According to the method,
ecological networks summarize different kind of species
interactions [45°°]. Field collection provides networks
representing realized interactions, but may be subject
to false negative inference due to insufficient sampling
effort [21°,58]. Networks based on literature or database
surveys [59,60] for supplementing field observations lead
to likely interactions. In addition, models and machine-
learning algorithms may be used on data such as pres-
ence-absence [61], body size [62,63] or species traits
[64,65], to generate predicted interaction networks.

Constructing reliable ecological networks requires knowl-
edge about the benefits and limits inherent to each
method in order to choose the methodology suited to
the studied system and the research questions addressed.
Revealing realized trophic links traditionally rely on
labor-intensive techniques based on direct field observa-
tions, rearing, or microscopic dissections of gut content
and faeces [66]. While providing meaningful behavioral
information, these approaches present major limitations
when working on below-ground or nocturnal species and
prevent the dietary study of sap feeders insects [67].
Approaches relying on plant alkane fingerprints, protein
electrophoresis of gut content, stable isotope analysis,
detection of prey proteins based on polyclonal and mono-
clonal antibodies (ELISA) and DNA-based methods can
help overcome barriers of visual identification [12,68].
However, the performances of these techniques are con-
text-dependent [67]. Plant alkane fingerprints and pro-
tein electrophoresis are not suited to reflect diet breadth
of generalist species (providing uninterpretable overlap-
ping banding patterns) [69]. Isotopic enrichment studies
have the advantage of providing information over longer
temporal scales, integrating past energy flows rather than
just the most recent meal. However, isotopic signatures
are subject to variations among species that can lead to
inconsistent and unclear trophic links [70]. After DNA-
based techniques, the monoclonal antibody approach is
the second-most used method for the evaluation of food
webs in agriculture [71]. Preys antigens offer the benefit
of being detectable for a longer period following their
consumption [72], compared with rapid degradation of
prey DNA in consumer gut content. Although antigens
are good markers for screening the consumption of a
specific prey by a range of predators, they are not suitable
for complex food web analyses as their development
would be expensive and time-intensive [73].

DNA-based methods are increasingly used in contempo-
rary food web elucidation in agriculture [66,71,74]. Most
commonly, DNA metabarcoding [75] associated with
Next Generation Sequencing (NGS) technologies [76]

offers us the possibility to efficiently process large num-
ber of samples in the context of biological control. For
example, from a field-collected sample of arthropod gut-
contents, food-range can be tracked and difficult-to-
observe interactions, such as host-parasitoid interactions,
can be revealed, regardless of insect life stage [77,78].
However, these methods are also prone to potential
sources of errors. Sampling device and storage can infer-
ence false positive interactions (through external contam-
inations, secondary predation or scavenging) [31°°,79,80].
Insects would be best collected individually, using an
aspirator or by hand directly with sterile forceps [80]. This
time-intensive method can be adapted by limiting col-
lection time to standard periods at each collection site,
normalizing the sampling effort for between site compar-
isons. Besides sampling incompleteness [21°], DNA sta-
bility and detectability are also a source of false negative
interactions. Sensitivity tests may be used to assess how
long after ingesting a prey or plant DNA can be detected
in consumer gut [80]. Multiple primer set combinations
are also recommended to amplify DNA with a large
taxonomic coverage [81]. While the mitochondrial gene
COl is generally recognized for its properties in arthropod
species delineation [82], multiple plant markers are
needed for determining plant species [19°°]. Lastly, the
accurate identification of DNA fragments will fully
depend on the quality and completeness of the reference
database queried [83,84].

Since sampling incompleteness and the general ability to
accurately reveal species interactions may introduce bias
to a majority of network descriptors [21°], the analyses and
comparisons of resulting networks require practitioners to
be fully aware of the pitfalls and potential that a chosen
method offers.

Conclusion

Characterizing and analyzing ecological interaction net-
works structure in both, native and invaded ranges
generates insights on the processes underpinning effec-
tive biological control. It also enables projections of the
direct and indirect effects that a biological control agent
would have and assist choosing a species that would: 1)
be specific to the plant based on natural interactions
recorded, 2) possess few natural enemies or natural
enemies that would belong to different taxonomic
groups as those encountered in the range of introduc-
tion. Network analyses, supplemented by advanced
molecular methods, could enhance the development
of safe biological control strategies and also improve the
confidence in biological control among regulators and
the general public
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Abstract

Plant diversification using cover crops may promote natural regulation of agricultural pests by supporting alternative prey
that enable the increase of arthropod predator densities. However, the changes in the specific composition of predator diet
induced by cover cropping are poorly understood. Here, we hypothesized that the cover crop can significantly alter the diet
of predators in agroecosystems. The cover crop Brachiaria decumbens is increasingly used in banana plantations to control
weeds and improve physical soil properties. In this paper, we used a DNA metabarcoding approach for the molecular
analysis of the gut contents of predators (based on mini-COIl) to identify 1) the DNA sequences of their prey, 2) the
predators of Cosmopolites sordidus (a major pest of banana crops), and 3) the difference in the specific composition of
predator diets between a bare soil plot (BSP) and a cover cropped plot (CCP) in a banana plantation. The earwig Euborellia
caraibea, the carpenter ant Camponotus sexguttatus, and the fire ant Solenopsis geminata were found to contain C. sordidus
DNA at frequencies ranging from 1 to 7%. While the frequencies of predators positive for C. sordidus DNA did not
significantly differ between BSP and CCP, the frequency at which E. caraibea was positive for Diptera was 26% in BSP and
80% in CCP; the frequency at which C. sexguttatus was positive for Jalysus spinosus was 14% in BSP and 0% in CCP; and the
frequency at which S. geminata was positive for Polytus mellerborgi was 21% in BSP and 3% in CCP. E. caraibea, C. sexguttatus
and S. geminata were identified as possible biological agents for the regulation of C. sordidus. The detection of the diet
changes of these predators when a cover crop is planted indicates the possible negative effects on pest regulation if
predators switch to forage on alternative prey.

Citation: Mollot G, Duyck P-F, Lefeuvre P, Lescourret F, Martin J-F, et al. (2014) Cover Cropping Alters the Diet of Arthropods in a Banana Plantation: A
Metabarcoding Approach. PLoS ONE 9(4): €93740. doi:10.1371/journal.pone.0093740

Editor: Dawn Sywassink Luthe, Pennsylvania State University, United States of America
Received December 5, 2013; Accepted March 6, 2014; Published April 2, 2014

Copyright: © 2014 Mollot et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This research is a part of a PhD funded by the CIRAD and funded by the project “sustainable cropping systems design” from E.U. FEFER (grant PRESAGE
n°30411). The funders had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.
* E-mail: duyck@cirad.fr

Introduction sive methods to measure trophic links i natura with accuracy. To
date, trophic links are often inferred by abundance measurements
of predators and prey [6-10], stable isotope analyses [11-17], and
protein-based approaches [18,19]. Although recent molecular
approaches, like multiplex-PCR, have enabled identification of
specific prey in the gut contents and faeces of a wide range of
predators [20], these methods are not suited for the detection of
unexpected prey [21]. Recently, Next Generation Sequencing
(NGS) technology has been used to examine the specific
composition of the diet of a given predator or herbivore and to
describe two-level food webs [for a review, see 22]. The
development of DNA metabarcoding now enables researchers to
measure trophic links without a priort knowledge of the consumed
species and to determine the diet of each individual [22]. The
metabarcoding approach is based on the pyrosequencing of a
DNA barcode (amplified with universal primers) that can
discriminate and identify species in a DNA mixture. This method
could be used to analyse gut contents of arthropods, because it has
the potential to identify the complex diet of generalist predators.

Agriculture faces the challenges of providing more food and
energy while adapting to climate change and mitigating environ-
mental impacts. One of the most promising approaches to meet
these challenges is the design of new agroecosystems based on the
management of ecological processes rather than on application of
fertilizers and pesticides [1]. For instance, the regulation of crop
pests through top-down and bottom-up effects remains a potential
alternative to reduce the ecological imprints of agroecosystems
while maintaining production [2]. This regulation could rely on
the management of primary resources, such as the addition of
cover crops [3]. The underlying hypothesis is that cover crops
enable the development of alternative preys leading to higher
densities and diversities of generalist arthropod predators. The
larger the densities of predators, the higher the consumption of
herbivore pests - provided that the pest remains a favourite prey
[4,5]. It follows that designing environmentally friendly cropping
systems requires a clear understanding of food web functions.

In spite of the substantial research conducted in the last decade,
food web ecology suffers from a lack of efficient and comprehen-
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Plant diversification has strong bottom-up effects on multi-
trophic interaction networks, especially on lower trophic levels
[23], but it remains unclear whether the addition of a cover crop
in agroecosystems actually leads to enhanced pest control by
predators [24]. In banana agroecosystems in Martinique, the
cover crop Brachiaria decumbens Stapf, a tropical C4 grass, is
increasingly used to control weeds and to improve physical soil
properties. In these agroecosystems, Mollot et al. [25] showed that
Solenopsis geminata (F.), a generalist predator feeding on the banana
weevil Cosmopolites sordidus (Germar), the major banana insect pest,
was more abundant in cover cropped plots (CCP) than in bare soil
plots (BSP). Along with this increase in densities, S. geminata
exhibited a change in isotopic signature, indicating that it fed on
the C4 pathway provided by the new resource. In the same study,
the monitoring of eggs of C. sordidus artificially deposited in plots
showed that predation on eggs was always higher in CCP than in
BSP. However, the specific changes in the diets of predators
affected by the cover crop are unclear. Identifying the prey
consumed and determining the rate at which they are consumed
by the major generalist predators would help us understand the
effects of the cover crop on predator diets and thus on the
regulation of C. sordidus.

Using a metabarcoding approach based on the COI barcode,
we assessed the diet of eight ground-dwelling predators commonly
found in banana plantations in Martinique: wolf spiders from the
Lycosidae family, the earwig Euborellia caraibea Hebard, the
carpenter ant Camponotus sexguttatus (F.), the trap jaw ant
Odontomachus baurii Emery, the fire ant S. geminata, the little fire
ant Wasmannmia  auropunctata  (Roger), rove beetles from the
Staphilinidae family, and centipedes from the Scolopendridae
family. We amplified a shortened fragment of COI (mitochondrial
cytochrome ¢ oxidase I) from the gut contents of predators to
identify (1) DNA sequences of their prey, (2) predators of C.
sordidus, and (3) the difference in predator diet between CCP and
BSP. Based on these results, we make suggestions about how to use
and manage a B. decumbens cover crop to control the populations of
C. sordidus in banana plantations. Finally, we discuss the technical
implications of the use of the metabarcoding approach to assess
the diet of ground-dwelling predators.

Materials and Methods

Ethics Statement

All of the authors declare that the experiments performed in the
present study comply with the current laws of France. No specific
permits were required for the described field study, which involved
sampling of invertebrates and plant species. No specific permits
were required to perform the described study in this location,
which is an experimental farm owned by CIRAD. All of the
authors confirm that the location is not privately owned or
protected in any way and that the field studies did not involve
endangered or protected species.

Study Sites

Sampling was conducted in Martinique (French West Indies)
between January and June 2011. Samples were collected from an
experimental farm in  Riviere Lézarde (14°39'45.04"N;
60°59'59.08"W) in two adjacent plots: a bare soil plot (BSP) of
300 m? and a B. decumbens cover cropped plot (CCP) of 368 m?.
Both plots were in the sixth year of banana production without
insecticide application; plants were unsynchronized and harvested
throughout the year.

PLOS ONE | www.plosone.org

Cover Cropping Alters Predators’ Diet

Sampling

The first step of the procedure was the construction of a
reference bank of DNA sequences that included every possible
arthropod prey taxa from the studied sites. To construct this bank
of sequences, we designed a sampling scheme to capture most of
the arthropod diversity in banana agroecosystems. We collected
two to four samples (one sample corresponds to one individual of a
given taxon) belonging to each of 15 taxa commonly found in
banana fields (taxa and trapping methods are listed in Table S1).
Soil-surface arthropod samples were collected with dry pitfall traps
and pseudostem traps (one-half of a section of fresh banana
pseudostem, 50 cm long), whereas flying arthropod samples
(Gryllus, Cicadellidae, and Pentatomidae) were collected by 15-s
sessions with a suction sampler (D-vac, Rincon-Vitova Insectaries,
Inc., Ventura, California, USA). We also directly collected samples
with clean forceps to obtain arthropods that were not trapped by
pitfall traps, pseudostem traps, or vacuum sampling.

The samples for the diet analyses were obtained by collecting
individual samples from the most common ground-dwelling
predators (n=572) (Table S2). The recovery of DNA from the
gut contents of predators was optimized by placing samples in a
portable cooler (4°C) in the field so as to decrease enzymatic
activity and prevent DNA degradation. Samples were collected
every 12 h from dry pitfall traps and pseudostem traps, which
were distributed at 4-m intervals over the plots, and by direct
capture. As indicated by King et al. [20], predation events
occurring in traps remain a substantial concern for diet analyses.
To reduce this possible source of error, we focused on direct
capture, frequently collected predators in the traps, and excluded
samples from traps that contained fragments of herbivores or other
predators. Samples were placed in separate tubes in 96% ethanol;
the tubes were temporarily kept in a portable cooler until they
were transported to the laboratory and stored at —20°C.

Feeding Trials and Positive Controls

To determine whether it was possible to detect C. sordidus DNA
in the gut contents of predators, we collected 10 additional samples
of O. bawri in the field by direct capture and placed them
individually in tubes with moistened cotton and without food for
96 h. At this stage, seven samples were killed and then placed
individually in clean tubes containing 96% ethanol and stored at
—20°C; among them, three samples were analysed alone, and four
samples were analysed after the addition of one C. sordidus egg
before DNA extraction. The remaining three samples, which had
been kept alive, were placed in new tubes with moistened cotton
and one C. sordidus egg (one predator and one egg per tube); after
12 h, each individual of O. bauri had fed on the provided egg and
was placed in a clean tube in 96% ethanol and stored at —20°C.
In a “positive control” experiment, we also analysed the quantity
of sequences recovered as a function of the number of C. sordidus
eggs in a sample without predators; this experiment used 1 egg
(n=9), two eggs (n=3), and three eggs (n=3).

Construction of the Mini-COIl Bank of Sequences by

SANGER Sequencing for Taxa Assignment

Predation was studied by amplifying and sequencing the
mitochondrial ¢ytochrome ¢ oxidase I (COI) gene, which is widely
used for species-level identification of animals [26]. Legs of two to
four frozen samples of each taxon collected in the banana
plantations (taxa and trapping methods are listed in Table S1)
were used for the construction of the COI bank of sequences.
Total DNA was extracted from legs with the DNeasy Blood and
Tissue kit (Qiagen, Germany) following the manufacturer’s
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protocol. The long fragment of COI was amplified with the
universal primers LCOI490 and HCO2198 [27] in a 20-pul volume
containing 0.5 U of HotStarTaq plus DNA polymerase (Qiagen),
3 mM MgCl,, 400 uM of each ANTP, 10 pM of each primer, and
8 ul of arthropod DNA extract. After an initial activation of the
DNA polymerase for 5 min at 95°C, the amplification was
performed with 5 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 45°C, and
1.5 min at 72°C; followed by 30 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at
48°C, and 1.5 min at 72°C; and a final extension of 5 min at
72°C. Amplicons were sequenced using the Sanger method on
both strands and for each sample with the ABI3730XL analyser
(Applied Biosystems) by the Macrogen sequencing service (Seoul,
South Korea). Sequences were assembled and aligned with
Geneious Pro 5.5.3 (Biomatters, New Zealand) before the mini-
COlI barcode was extracted. We deposited 15 sequences of COI in
GenBank, and these included the sequences of two species
previously not recorded in GenBank (see Table S1). The final
mini-COI bank of sequences included the 15 sequences obtained
from samples of the banana plantations and 20 additional COI
sequences obtained from GenBank after the BLAST of the raw
454 sequences (sequences recovered with GenBank in Table S3).

454 Pyrosequencing of Mini-COI

We used a shortened fragment of COI, the mini-COI fragment
(127 bp), which was amplified with primers Uni-MinibarF1 and
Uni-MinibarR1 designed by Meusnier et al. [28]. Total DNA was
extracted from the dissected gut contents or from the whole body
(when body size was <1 cm) of the ground-dwelling predators
with the DNeasy Blood and Tissue kit following the manufactur-
er’s protocol. To enable deconvolution of pooled 454 sequencing
runs such that individual sequences could be traced back to a
particular sample, we tagged the 5’ end of the PCR primers with
different combinations of seven nucleotides (the tags are listed in
Table S4). A total of 30 different tags enabled us to process the
572 samples of ground-dwelling predators for diet analyses and the
59 samples for positive controls (taxa, trapping methods, and
positive controls are listed in Table $2). Deconvolution of the
pooled sequences was performed with an exact search of the tag
sequences. These tags differed in at least three nucleotides, which
reduced the risk of incorrect assignment of sequences to sample ID
in case of a sequencing error.

Amplification of mini-COI was performed in a 20-ul volume
containing 0.5 U of HotStarTaq plus DNA polymerase (Qiagen),
3 mM MgCl,, 400 uM of each ANTP, 10 pM of each primer, and
8 ul of arthropod DNA extract. After an initial activation of the
DNA polymerase for 5 min at 95°C, the mini-COI was amplified
with 5 cycles of 60 s at 95°C, 60 s at 46°C, and 30 s at 72°C; 35
cycles of 60 s at 95°C, 60 s at 53°C, and 30 s at 72°C; and a final
extension of 5 min at 72°C. Although blocking probes are often
used to reduce the sequencing of predator DNA [29], they also
make the procedure more cumbersome, especially when numerous
taxa are analysed. In the current study, the pyrosequencing
generated enough sequences so that prey could be identified even
with over-representation of predator DNA sequences (see Results).
An analysis of the migration of the PCR products obtained with
tagged mini-COI primers enabled us to sort PCR products as a
function of their signal intensity (null, low, medium, strong). PCR
products from gut contents of ground-dwelling predators were
concentrated in an oven at 35°C for 12 h. Then, we standardized
the DNA concentration in all samples before pooling them in an
equimolar solution. Pooled PCR products were purified with the
QJAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) and sequenced
using the 454 GS FLX Titanium platform (Roche, Basel,
Switzerland) of Beckman Coulter Genomics (Danvers, MA, USA).
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Bioinformatics Processing of Raw Sequences and
Taxonomic Assignment

Pyrosequencing outputs were analysed using |SE|S|AM|E]|
BARCODE, a software designed to process the large amount of
DNA sequences generated by pyrosequencing [for more details on
the bioinformatics pipeline used, see 30,31]. The software loads a
table in which the sequence of each tag is recorded for each
sample and the FASTA file obtained from the pyrosequencing
step. Sequences of interest are recovered after the BLAST of each
raw sequence to a consensus sequence of the marker (threshold E-
value = ¢~ % which is low to recover a maximum of sequences).
This marker consensus sequence (127 bp) was obtained after the
alignment [MUSCLE algorithm, 32] of all sequences of taxa
found in the banana plantations (Table S1).

Mini-COI barcodes were assigned to taxa from the bank of
sequences using the BLAST+ (E-value=c¢ ?%) and FASTA
algorithm (85% similarity threshold) available in |SE|S|AM|E|
BARCODE. Final barcoding identification was performed by
assigning sequences with a Nearest Neighbour algorithm. Decision
rules applied during the processing of sequences lead to an
assignment to a higher taxonomic rank when the percentages of
similarity were strictly equal between two or more species. Unique
sequences were removed so that a minimum of two sequences was
used for the barcoding identification. Sequences with fewer than
120 nucleotides (without primers) were discarded.

Comparison of the Diet of the Ground-dwelling
Predators in BSP vs. CCP

Although the number of sequences found for each prey was
determined for each predator sample, this quantitative informa-
tion could not be processed directly as indicated by Pompanon
et al. [22]. The number of sequences obtained for a given prey was
converted into binary information (presence/absence), and the
trophic links were quantified by the number of predator samples
among the population that were positive for each prey taxon. It is
important to note that sequences assigned to a taxonomic rank
higher than order were discarded from the analyses. Finally, we
calculated the differences of frequency of consumption for each
identified prey taxon between BSP and CCP and determined
whether the differences were statistically significant using a Fisher’s
exact test implemented within the statistical program R [33].

Results

Control Experiments

We first assessed our ability to amplify and detect C. sordidus
mini-COI from 1, 2, or 3 C. sordidus eggs in a sample that lacked
predator tissue or predator DNA. We correctly assigned the
samples to C. sordidus for 14 of the 15 samples (see first three rows
in Table 1). Nevertheless, no significant correlation was obtained
between the number of eggs analysed and the number of
sequences. We also performed trials in which each of three O.
baurit was either fed with one C. sordidus egg and then analysed or
in which each of four O. baurii was mixed with one C. sordidus egg
and then analysed; although the detection rate was <100%, C.
sordidus was detected in both cases (see rows 4-6 in Table 1). In
negative controls (pure water), DNA of Myospila lauta Stein was
detected (two sequences) (see rows 7 and 8 in Table 1) and was
consequently excluded from further analyses because we suspected
a possible cross-contamination (a total of 36 sequences of M. lauta
were detected in four samples of C. sexguttatus).
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Species

Cosmopolites sordidus

O. baurii kept without food for 96 h

33

Species

Cosmopolites sordidus

O. baurii fed with 1 egg of C. sordidus

16
0.2
0.2

15
0.2
0.2

61

Species

Cosmopolites sordidus

O. baurii kept without food for 96 h +1 egg of C. sordidus

10

Subclass

Neoptera

10

Water (negative control)

Species

Myospila lauta

Positive controls (rows 1-3 in the table) were designed to estimate the number of sequences recovered as a function of the quantity of C. sordidus material assayed, which was varied by processing different numbers of C. sordidus
eggs. The feeding trial (rows 4-6 in the table) was designed to determine whether C. sordidus DNA could be detected in the gut contents of a predator (O. baurii in this case) that had consumed one C. sordidus egg (in related

treatments, the predator had not consumed a C. sordidus egg or was processed with one egg that it had not consumed). Negative controls (rows 7 and 8 in the table) consisted of ultra-pure HPLC grade water.

doi:10.1371/journal.pone.0093740.t001
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Pyrosequencing Outputs and Resolution of the Mini-COlI
Barcode

Among the 177,186 raw sequences obtained from the gut
contents of predators, 118,180 sequences (67%) were identified as
mini-COI marker, of which 75,313 sequences (43%) were
successfully assigned to a taxon. A total of 56 distinct taxa
belonging to 14 orders were identified (predator diet analyses and
positive controls are indicated in Figure 1); 71.4% were identified
to species, 80.3% to genus, and 91.0% to family. Among these
taxa, nine were identified from sequences obtained in this study
(Table S2) while the 47 remaining taxa were recovered from COI
sequences recorded in GenBank (Table S3). Sequences of taxa
belonging to the Lycosidae and to E. carathea were very abundant
(87% of the assigned sequences, Table 2). It is highly probable
that these taxa were so efficiently amplified during the PCR step
that they were later overrepresented in the samples. Consequently,
we considered these taxa as a possible source of false positive prey
detection, and we removed them from the diet analyses of
predators.

Identification of Prey from the Gut Contents of Ground-
dwelling Predators

A total of 29 prey taxa were identified from the gut contents of
the eight ground-dwelling predators taxa found in the banana
plantations (Figure 2). DNA sequences of the banana weevil C.
sordidus were recovered from samples of three species, with
relatively low frequencies of consumption (frequency of consump-
tion refers to the percentage of samples that were positive for DNA
of the prey in question): the earwig FE. caraibea (frequencies:
BSP=3%, CCP=7%), the carpenter ant C. sexguttatus
(CCP =3%), and the fire ant S. geminata (BSP = 1%). The BLAST
of sequences against the COI sequences recorded in GenBank
enabled identification of dipteran arthropods that were not
sampled in the plots during the study. We did not identify prey
consumed by samples from the Scolopendridae family in either
plot. Because of the absence of prey sequences in one of the two
plots, the diet change could not be assessed for samples from the
Lycosidae family, O. bauri, or the Staphilinidae family (frequencies
of consumption are listed in Table S5).

Difference in the Diets of Ground-dwelling Predators
between BSP and CCP

Twenty-nine prey taxa were identified from the gut contents of
ground-dwelling predators. Among these, 22 prey taxa were
identified in BSP while 19 were identified in CCP; 12 prey taxa
were detected in both plots. Frequencies of prey detected from gut
contents significantly differed in the two plots for some of the
ground-dwelling predators (Figure 3). Interestingly, whereas
Jalysus spinosus (Say) was detected as the main prey of the carpenter
ant C. sexguttatus in BSP (14% positive), no sample of C. sexguttatus
was positive for this prey in CCP (Fisher’s exact test, p-
value =0.0043). The frequency at which the earwig E. caraibea
was positive for dipteran DNA was 26% in the BSP and 80% in
the CCP (Fisher’s exact test, p-value <<0.0001). The frequency at
which the fire ant S. geminata was positive for DNA of the little
banana weevil Polytus mellerborgi Heller was 21% in the BSP and
3% in the CCP (Fisher’s exact test, p-value =0.0006). Samples of
C. sexguttatus that were positive for banana weevil DNA were found
only in CCP, while samples of S. geminata that were positive for
banana weevil DNA were found only in BSP. Cosmopolites sordidus
was detected in the gut contents from two samples of E. caraibea in
BSP (n=53) and from two other samples in CCP (z= 30).
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Figure 1. Number of sequences assigned to each order after mini-COIl barcode sequencing. Data were derived from 454 pyrosequencing
run, and sequences were assigned to taxa with SE|S|AM|E BARCODE (minimum of two sequences, BLAST+ E-value=e 2%, FASTA 85% similarity
threshold and Nearest Neighbour algorithm for the final identification). Bar charts indicate the total number of assigned sequences obtained for all
taxa belonging to each taxonomic group. 42,915 sequences remained unassigned.

doi:10.1371/journal.pone.0093740.g001

Discussion and Conclusions

We used a metabarcoding approach to analyse the gut contents
of eight ground-dwelling predators in banana plantations. We
demonstrated that the addition of a new primary resource in the
agroecosystem modified the diet for some of the predators. This is
one of few studies that has used metabarcoding to investigate the
gut contents of the arthropod food web. The results suggest that
this is a feasible approach for ecological studies and also revealed
some issues that will require methodological adjustments.

The efficiency of the mini-COI PCR was highly variable
depending on the predator taxa examined, and this remains a
major problem in achieving comprehensive identification of the
prey ingested by a predator. While some of the predator taxa (e.g.,
the Lycosidae) were over-represented in the amplicon set, others
were not amplified at all (e.g., the Hymenoptera). Regarding the
latter, Yu et al. [34] also recently reported difficulties with COI
sequencing of hymenopteran samples with 454 technology. This
problem indicates that optimization of PCR conditions and
primers is essential. The combination of several barcodes [35]
could be used to achieve a complete description of the predator
diets. The differences in PCR efficiencies also resulted in our
inability to include some taxa in the food web and confirmed that
metabarcoding data cannot be interpreted in a quantitative
manner [22]. Relating the number of DNA sequences detected
to the amount of material ingested appears to be an intractable
problem. The quantification of trophic interactions would be
enhanced by coupling the metabarcoding approach with stable
isotope analysis [36] that enables assessment of the quantity of
material used for the construction of an organism [14]. A second
problem was the large number of the sequences that were
unassigned despite our effort to sample comprehensively and thus

PLOS ONE | www.plosone.org

to include arthropod diversity from the studied sites in the bank of
sequences. In addition, more than 4,000 sequences were assigned
to the Neoptera infra-class level. Such uninformative identification
may result from the incompleteness of the bank of sequences or
from the incorrect identification of COI sequences recorded in
GenBank [37]. The non-assignment of sequences should be
prevented by an exhaustive and rigorous sampling in the studied
ecosystem.

Despite the methodological shortcomings mentioned above (i.e.,
it must be borne in mind that the food webs described here are
incomplete), metabarcoding is an excellent approach for inferring
the food web from the natural environment and for detecting
differences in its topology among treatments. These advantages
were particularly appealing for our study, in which we aimed to
detect differences in the predation of a major pest between two
banana plantation management systems.

In the current study, the banana weevil C. sordidus was identified
in the gut contents of three ground-dwelling predators: the earwig
E. caraibea, the fire ant S. geminata, and the carpenter ant C.
sexguttatus. These three species have previously been shown to feed
on the banana weevil. In laboratory trials, earwigs of the genus
Euborellia in Kenya [38] and other dermapterans in Indonesia [39]
attacked C. sordidus eggs and larvae. The fire ant S. geminata is often
described as an important generalist predator [40-42] and was
observed to feed on C. sordidus in banana agroecosystems in
Martinique [25]. Here, we showed that S. geminata workers that
were directly sampled in the field were positive for C. sordidus
DNA; however, the role of this species in the consumption of the
pest may be underestimated in our study because ant workers
usually carry prey to their nest to feed the colony [43]. Carpenter
ants in the genus Camponotus were found in pseudostem leaf sheaths
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Table 2. Frequency of taxa identified corresponding to each taxon analysed with the mini-COI barcodes.

Lumbricidae (2) (not assigned)

Rhinocricidae (2) (not assigned)
Paradoxosomatidae (2)
O. baurii (96)

C. sexguttatus (103)

(not assigned)
(not assigned)
(not assigned)
S. geminata (155) (not assigned)
W. auropunctata (108)

Staphilinidae (10)

(not assigned)

(not assigned)

Sample (n) Barcoding identification Rank Frequency (n) Number of sequences

Lycosidae (20) Trochosa Genus 100 (20) 18088
Pardosa Genus 65 (13) 2884
Pardosa milvina Species 15 (9) 9
Lycosidae Family 10 (2) 29
Pardosa amentata Species 5 (1) 11
Pardosa giebeli Species 5(1) 2
Pardosa paludicola Species 5(1) 3
Varacosa avara Species 5(1) 4

E. caraibea (97) E. caraibea Species 100 (97) 39114

Scolopendra (6) Scolopendra Genus 100 (6) 544
Scolopendra mutilans Species 67 (4) 323
Henicopidae Family 50 (3) 864
Lamyctes hellyeri Species 50 (3) 8
Anopsobius giribeti Species 17 (1) 28
Scolopendra subspinipes Species 17 (1) 10
Scolopendra multidens Species 17 (1) 8
Pleurostigmophora Subclass 17 (1) 7
Otostigmus aculeautus Species 17 (1) 4

Cicadellidae (3) Cicadellidae Family 67 (2) 29

C. sordidus (15) Cosmopolites sordidus Species 93 (14) 407

Oniscidae (2) Oniscidae Family 50 (1) 69

Blattodae (2) Blatella germanica Species 100 (2) 101

P. mellerborgi (2) Polytus mellerborgi Species 100 (2) 365

Gryllus (1) Gryllus Genus 100 (1) 136
Orocharis saltator Species 100 (1) 59
Gryllidae Family 100 (1) 16

A. castelnaui (2) Tribolium castaneum Species 100 (2) 16

algorithm for the final identification).
doi:10.1371/journal.pone.0093740.t002

and leaf trash in Indonesia and were predicted to forage in the
banana plant [39], which is the habitat of immature stages of C.
sordidus. Here, the diet analysis of C. sexguttatus revealed the
consumption of C. sordidus by ant workers that were trapped in the
field. In contrast, although ants in the genus Odontomachus are
thought to be predators of C. sordidus [44] and although O. bauri
consumed C. sordidus eggs in a laboratory assay of the current
study, we did not detect C. sordidus DNA in O. bauri trapped in the
field. From these results, we identified three species of predators
that could be considered for the control of C. sordidus populations
in banana plantations. Two of the three species are ants, which are

PLOS ONE | www.plosone.org

Generated by 454 pyrosequencing, the table displays the taxonomic rank, the frequencies of samples and the corresponding sample size in brackets, and the number of
sequences corresponding to taxa identified by barcoding and belonging to the same order of the taxa analysed. A frequency of 100% means that all samples of the taxa
analysed had at least two sequences of the taxa identified by barcoding (BLAST+ with E-value=10"2°, FASTA with 85% similarity threshold, and Nearest Neighbour

often assumed to play a key role in the regulation of C. sordidus in
banana plantations [44-46].

In this study, we described the changes in the diets of generalist
predators induced by plant diversification of a cropping system.
We demonstrated that the use of a B. decumbens cover crop in
banana plantations altered the arthropod food web, with
significant changes in the frequency of consumption of some of
the prey. Duyck e al. [47] found similar results based on stable
1sotope analyses, 1.e., the trophic positions of generalist predators
were changed by cover cropping. In the current study, the
percentage of samples of the earwig FE. caraibea that were positive
for dipteran DNA was higher in CCP (80%) than in BSP (26%).

April 2014 | Volume 9 | Issue 4 | 93740



Cover Cropping Alters Predators’ Diet
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Figure 2. Bipartite food webs of predator-prey interactions on (A) bare soil, and (B) cover cropped banana plantation. For each web,
lower bars represent relative abundance of consumed prey, and upper bars represent relative abundance of positive ground-dwelling predators,
each drawn at different scale. The width of links between ground-dwelling predators and prey represents the frequency of consumption. Numbers in
grey indicate unlinked taxa. Visualization was performed with the R package “bipartite” [50]. 1: Anopheles claviger. 2: Anopheles nimbus. 3: Baetis
rhodani. 4: Blatella germanica. 5: Calliphora vomitoria. 6: Carabidae spp. 7: Codophila varia. 8: Coridius chinensis. 9: Cosmopolites sordidus. 10: Diptera.
11: Drosophila anceps. 12: Drosophila melanica. 13: Drosophila montana. 14: Gryllus. 15: Hemiptera. 16: Jalysus spinosus. 17: Nebria chinensis. 18:
Neoneides muticus. 19: Nezara viridula. 20: Oniscidae. 21: Ophyra spinigera. 22: Periplaneta americana. 23: Podisus serieventris. 24: Polytus mellerborgi.
25: Resseliella yagoi. 26: Sarcophila. 27: Scolopendra. 28: Scolopendra mutilans. 29: Stephensioniella sterrei. 30: Lycosidae. 31: Camponotus sexguttatus.
32: Euborellia caraibea. 33: Odontomachus baurii. 34: Scolopendridae. 35: Solenopsis geminata. 36: Staphilinidae. 37: Wasmannia auropunctata.

doi:10.1371/journal.pone.0093740.9g002

This diet change suggests the B. decumbens cover crop probably
increases the abundance of dipterans and thereby increased their
consumption by E. caraibea. In sugarcane fields in Hawaii, weeds
favour dipterans by providing food, shade, and resting areas [48].
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Figure 3. Diet changes of ground-dwelling predators between
bare soil plot and cover cropped plot. The bar charts display the
difference of frequencies of consumption for each prey calculated
between the two plots, with the bare soil plot as a reference. The
significance of the difference of frequencies of consumption observed
between plots was assessed with a Fisher's exact test. (***: p-value<
0.0001; **: p-value<<0.001; *: p-value<<0.01). Black crosses above bar
charts indicate that the prey was not detected in both treatments.
doi:10.1371/journal.pone.0093740.9003
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Management of the B. decumbens cover crop by mowing is required
to maintain the trade-off between the increase of predator densities
and pest control. However, the increase in alternative prey (i.e.,
prey other than the target pest) in the diet of generalist predators
exemplifies the processes that can dampen the positive effects of
cover crops on pest regulation. In other words, the predators may
increase consumption of non-pests without increasing consump-
tion of pests.

In conclusion, it is essential to disentangle trophic interactions in
order to achieve a better understanding of ecosystem resilience
and persistence following disturbances [49], such as plant
diversification [3]. DNA metabarcoding allows direct inference
of trophic interactions and enables the assessment of arthropod
diet. Although the method has limitations, including the inability
to discriminate between direct predation, secondary predation,
and scavenging [20], it has the potential to be very useful for
describing arthropod food webs. Here, we identified new and
unexpected trophic interactions in the predator—prey system in
banana plantations. The accurate determination of trophic
networks will challenge current models of trophic interactions
and will contribute to food web theory and ecosystem manage-
ment. In addition to its application to individual food webs, DNA
metabarcoding could be used to link different food webs, such as
those that describe micro-organisms, plants, arthropods, and
larger animals.

Supporting Information

Table S1 List of taxa collected in banana plantations in
order to sequence COl1 with SANGER method. This
sampling was performed to build the bank of sequence from
individuals of the studying site. Sequences were aligned (MUSCLE
algorithm) to build the consensus sequence used during the
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bioinformatics processing of raw sequences (Consensus sequence
of  mini-COLS-TTTATATTTTATTTTTGGARCTTGAG-
CAGGAATAGTAGGAACTTCATTAAGAATAHTTATTC-
GAGCAGAATTAGGAMAACCCGGATCATTAATTGGT-
GATGATCAAATTTATAATGTTATTGTTACA-3").

DOCX)

Table 82 List of taxa collected in banana plantations for
the 454 pyrosequencing. Taxa were collected for diet analyses
(ground dwelling predators, n=>572 samples), and for positive
controls of the 454 pyrosequencing run (n =59 samples). Positive
controls are designed to check the efficiency of the pyrosequencing
run.

(DOCX)

Table S3 List of species identified with GenBank. These
taxa were recovered by blasting raw sequences derived from the
454 pyrosequencing run from the gut contents of ground-dwelling
predators to GenBank database. Samples of these prey species
were not collected during the sampling campaign designed in
order to construct the bank of sequences. Identification to higher
taxonomic rank results from an equal score calculated between
two or more sequences of species recorded in GenBank, and the
table displays taxa only for sequences identified to species rank.
DOCX)

Table 84 List of tags used for forward and reverse primers. Each
sample had a specific combination of tagged primers allowing an
assignment of sequence to its respective sample ID. Each primer
was added with a 7 nucleotide sequence (tag) at the 5'-end.
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Abstract

Progress in NGS technologies has opened up new opportunities for characterizing biodiversity, both for individual speci-
men identification and for environmental barcoding. Although the amount of data available to biologist is increasing, user-
friendly tools to facilitate data analysis have yet to be developed. Our aim, with |SEISIAMIE| BARrcoDE, is to provide
such support through a unified platform. The sequences are analysed through a pipeline that (i) processes NGS amplicon
runs, filtering markers and samples, (ii) builds reference libraries and finally (iii) identifies (barcodes) the sequences in
each amplicon from the reference library. We use a simulated data set for specimen identification and a recently published
data set for environmental barcoding to validate the method. The results obtained are consistent with the expected charac-
terizations (in silico and previously published, respectively). ISEISIAMIE| Barcopk and its documentation are freely
available under the Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike 3.0 Unported Licence for Windows and
Linux from http://www1.montpellier.inra.fr/fCBGP/NGS/.
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Introduction

Major breakthroughs are being made in the characteriza-
tion of biodiversity on the basis of molecular markers. In
particular, international initiatives for taxon identification
based on DNA barcoding have been boosted by contin-
uing advances in sequencing technology (Hebert et al.
2003). This important development is directly related to
the generalization of next-generation sequencing (NGS),
which delivers massive DNA sequences at a reasonable
cost and level of effort. This has led directly to the
accumulation of sequences in databases ranging from
Barcode of Life and GenBank/EMBL repositories to
in-house projects. Much effort has been focused so far on
the normalization of database systems (barcode data
standard) and the links between the major databases.
There is still an urgent need to provide analytical tools
for mining the huge amount of data available to end-
users, who have diverse backgrounds and interests in the
characterization of biodiversity.

In this context, we have created |SEISIAMIE| BAr-
CODE, a user-friendly web application for barcoding

Correspondence: Jean-Frangois Martin, Fax: +33-499-623-345;
E-mail: martinjf@supagro.inra.fr
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amplicon sequences obtained through NGS. The software
automatically processes DNA sequence data sets, sorting
for multiplexed loci and samples identified by oligonu-
cleotide tags, and allows for the assignment of sequences
to a preloaded reference library (from GenBank to
in-house scale). The results are displayed both as sample-
based synthetic tables and graphical representations. The
output of ISEISIAMIE| Barcopk is designed with mul-
tiple applications in mind, including specimen assign-
ment to species referenced in DNA libraries, molecular
characterization of trophic networks and, more generally,
metagenomics and environmental barcoding studies
(Soininen et al. 2009; Valentini et al. 2009).

Methods

Step 1: Processing NGS amplicon runs

DNA reads from a sequencing run are imported as a sin-
gle FASTA file, making the application independent of
the acquisition technology. The simultaneous analysis of
several markers sequenced together in a single run is
supported. Each DNA sequence is BLASTed (Camacho
et al. 2009) against the marker reference sequence
or sequences provided by the user for the run (Fig. 1).
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Step 1: Processing NGS amplicon runs
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Step 3: Barcoding samples

Fig. 1 Overview/workflow of ISEISIAMIE| BARCODE for barcoding NGS amplicon runs. The three main steps of the workflow are
represented and separated by dashed lines. Rectangular boxes depict the main outcomes of the three steps of the pipeline: Aligned
amplicon variants for the processing of NGS amplicon runs, reference library for the building of reference libraries and the list of
taxa/samples for the sample barcoding step. Special attention was paid to the input and output files, differentiating the plain text files
from the databases used in the workflow. We focused on the conceptual processes, but the external software used is indicated for each

process.

This allows the assignment of sequences to a specific
marker and the determination of read orientation.
Sequences can be assigned to samples through the use of
unique oligonucleotide tags, as previously described
(Galan et al. 2010). Any combination, from no tag (only
one amplicon in the data set) to the use of both forward
and reverse tags, is possible. The information about each
amplicon is read from a comma-separated values (CSV)
file that contains sample names, marker names, ploidy
levels, primer and tag sequences, population and species
names when relevant and taxon ID. For each amplicon,
the sequences and the reference marker are aligned by
MAFFT (Katoh et al. 2005) or MUSCLE (Edgar 2004),
according to the administrator’s choice. Tags and primers
are trimmed off from the sequences, based on the align-
ment. Finally, singleton sequences or incomplete (too
short) sequences can be filtered out from the analysis.
The manual exploration of the alignments of
sequences for each individual amplicon is integrated.
This includes summary statistics, such as the number of
sequences assigned to the amplicon and the number of
user-validated alleles, if relevant. Selecting an amplicon

displays the alignment of all sequences from this ampli-
con. Identical sequences are pooled into variants and
their number and frequencies in the amplicon are pro-
vided. Each variant is characterized by its length, total
occurrence in the whole run and the number of ampli-
cons in which it is found. Users can validate selected
variants as alleles by a simple click. A unique allele iden-
tifier is attributed in a given project. This allows compari-
sons between multiple runs within a project. After allele
validation, the genotype table, or the FASTA file of alleles
can be produced and exported. Filtering options are
available to display this information for selected data sets
only (e.g. run/populations/species).

Step 2: Building reference libraries

The assignment of variants to references libraries
requires complementary information: a library to which
amplicon sequences will be assigned, and taxonomic
information relating to the sequences included in the
database. We decided to leave keep this process highly
flexible, using open formats so that the user can fully

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
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control both aspects of the library, and pre-installed
GenBank features. Sequence libraries can be imported as
an ad hoc tabular file by the user or automatically built
by ISEISIAMIE| Barcope. This automatic building is
based on two steps. The first is the building of a pro-bank
data set for the extraction of sequences from the GenBank
nt database as relevant references for the barcoding of
the sequencing run (Fig. 1).

The pro-bank contains at least one reference sequence
(used also as a reference marker). The variants from the
sequencing run can also be added to the pro-bank, to
maximize representation of the taxonomic coverage of
the sequencing run. We minimized computation time
and maximized representativeness using CD-HIT (Li &
Godzik 2006) to build a hierarchical distance framework
describing the distance between the variants in the
sequencing run and to select the most divergent
sequences at a given threshold for subsequent addition to
the pro-bank data set. Finally, sequences can be freely
added or deleted to customize the pro-bank data set
according to the user’s interest, thus leaving as many
options as possible open to the user. In the second step,
each sequence from the pro-bank is BLASTed against
GenBank and all matching sequences at a given e-value
threshold are imported into the reference library. We pre-
fer this method over searching for annotation fields,
which are often incomplete or ambiguous (for example,
Cytochrome ¢ oxidase subunit 1 may be listed alterna-
tively as COI, col or coxl in GenBank). The matching
sequences are appended to the bank reference and
checked for redundancy. This automatic building ensures
optimal coverage of the bank reference, given the
sequencing run and the GenBank database. The taxo-
nomic information is provided as an ad hoc tabular file
that contains a list of taxon names, their rank, their ID
and the ID of their parent taxon, in a recursive scheme.
The format is that used in GenBank, although the infor-
mation can be customized to fit the needs of any in-house
project (see Supporting Information).

Step 3: Barcoding samples

The assignment of the variants to the library is based on
the combination of BLAST and FASTA (Pearson &
Lipman 1988). In a first step, BLAST is used to restrict the
assignment within the library to related sequences (based
on the e-value threshold retained). FASTA is then per-
formed on these related sequences from the library, to
estimate similarity with the query variant. The number of
sequences from the library used for assignment can be
customized according to computing limitations. Subse-
quently, for the defined subset of related sequences
from the library, assignment is based on the percentage
difference between the variant considered and the

© 2012 Blackwell Publishing Ltd

sequences from the library. Assignment is based on a sim-
ilarity threshold (expressed as a percentage difference)
and all sequences compatible with the threshold are con-
sidered equally potential assignments (Fig. 1). Rather
than assigning a variant only to the most closely related
sequence in the library (although that is possible), we
chose to consider all sequences above the similarity
threshold as equally likely to be assigned. This assign-
ment fuzziness is chosen to overcome the issues caused
by the relatively high error rate of recent sequencing tech-
nologies (Gilles et al. 2011), as well as taxonomic uncer-
tainties. This potential uncertainty is taken into account
by assigning the variant to the nearest taxon common to
the retained sequences. The results are produced as a
table of assigned taxa for each amplicon in the sequencing
run and a graphical representation of the selected samples
(potentially multiple amplicons) displaying the taxo-
nomic content, both as qualitative and as quantitative dis-

plays.

Implementation

ISEISIAMIE| BARCODE resulted from ongoing efforts
to generate a user-friendly tool for biologists and ecolo-
gists, enabling them to manage and barcode DNA
sequence data sets easily. The original processing of the
sequencing runs and the manual exploration phases
(step 1) were upgraded from SESAME (Meglecz et al.
2011), as the tools and interfaces developed in this soft-
ware were particularly well adapted to the barcoding
application. The barcoding application could have been
developed independently and connected to SESAME,
but we wanted to make the user experience as easy and
straightforward as possible and we decided to publish
the barcoding software presented here as a single, inde-
pendent package.

Installing | SE|S|AMIE| BARCODE

With this constant concern to facilitate the user’s experi-
ence, we provide both the installation files required to set
up a traditional server (see Supporting Information) and
a virtual version of the server already installed, available
as a single OVA appliance file usable on any computer
with virtualization software installed (tested with Virtu-
albox (https://www.virtualbox.org/)). In both cases, the
installation guide (see Supporting Information) helps the
user to install and deploy the application step by step.
The minimal requirements for the machine (virtualized
or not) are as follows: 32 bits, 4 Gb (native) or 8 Gb (vir-
tual) Ram, 20 Gb HDD free space, 1 cpu (better with 2
cores). Recommended requirements for optimal perfor-
mance are the following: 64 bits, 12 Gb Ram (native) or
16 Gb or more (virtual), 500 Gb HDD, 8 cores.
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Using the application

The user interacts with ISEISIAMIE| Barcope through
a database-driven web application. The administration
tab helps to define the configuration of paths to data
(locally downloaded nt database and GenBank related
links) and external programs installed, such as
BLAST, FASTA, CD-HIT, MUSCLE and MAFFT. The
administrator also defines the privileges of users for
current projects (collection of sequencing runs). Use
of the application is based on the workflow detailed
in the Methods section, each major step correspond-
ing to one or multiple tabs.

Step 1: Processing sequencing runs. The definition of the
reference markers (tab "‘Markers’) is a prerequisite for the
processing of sequencing runs. Optional parameters can
be used to adapt processing to a range of different pro-
jects, including DNA barcoding. The current project hub,
(tab ‘Runs’) compiles the information from all the
sequencing runs in a specific project and allows for the
processing of a new sequencing run through the assistant
‘Uploads and analyses’. This assistant guides the user
from the raw FASTA file and sample information (CSV
file) to processed amplicon-based alignments ready for
genotyping or barcoding analyses. This involves
multiple steps of filtering and sorting the data to
reflect the sequence diversity for each amplicon in the
sequencing run. Optional triggers and details are pro-
vided in the user guide (see Supporting Information).
The user can explore and edit the samples (tab
‘Samples’) on a project/run basis, with multiple filter
options and exportation options available. Finally, the
amplicon explorer (tab ‘Genotyping — Sequences
Analysis’) helps the user to assess the sequence con-
tent of each amplicon as a multiple sequence align-
ment. |SEISIAMIE| Barcope has been designed to
allow multiple export formats and to provide a direct
interface for further external analyses (tab ‘Genotyp-
ing — Results’).

Step 2: Building reference libraries. Taxonomy is the core
element matched to the reference sequences. We strongly
encourage the use of the GenBank Taxonomy file, for
which direct implementation is possible via the tab ‘Bar-
coding — Taxonomy’ although in-house taxonomy files
can also be used. Some tools for exploring and filtering
the loaded taxonomy are available in the same tab. The
tab ‘Barcoding — Bank of Sequences builder” allows ref-
erence libraries to be built in multiple ways, as detailed
in the Methods section. The main window displays the
sequences currently used in the pro-bank to build the ref-
erence library. This pro-bank can be filled manually (one
by one) or automatically derived from the sequencing
runs themselves. Finally, the bank of sequences used for
assignment can be explored, filtered and manipulated in

the tab ‘Barcoding — Bank of sequences’. The manage-
ment of the library, through the filtering and removal of
misannotated sequences, is an important step, greatly
increasing the accuracy of barcoding processing results.
Moreover, it may be of particular interest to export the
library in its entirety or in part for different projects using
the same set of sequence data.

Step 3: Barcoding samples. Amplicons are barcoded
from the tab ‘Barcoding — Processing’. All the parame-
ters for ensuring the best trade-off between accuracy and
computing time are can be managed through this inter-
face. In particular, the restriction of assignments to a
taxon can greatly reduce computing times, but may lead
to the user missing unrelated species in the amplicon
(human contamination for example). In the same way,
the manipulation of BLAST e-value and/or FASTA simi-
larity threshold allows maximum flexibility (documented
in detail in the user guide, see Supporting Information).
Once processed, the barcoded amplicons can be analysed
and visualized in the tab ‘Barcoding — Results’. Each
amplicon/pool of amplicons from the Project/Run can be
detailed for its assigned taxons, in a qualitative or
quantitative manner. The assignment method (nearest
neighbour or user-defined similarity threshold) can be
modified as required, to explore the sensitivity of the
method with particular settings. The Samples by Tax-
onomy grid allows the user to obtain detailed informa-
tion on the distribution of taxons across the
amplicons. Double-clicking on a taxon in the grid dis-
plays an assignment table with details of the similarity
between sequences from the amplicon and individual
sequences from the reference library. The Synthetic
taxonomic image panel displays nested taxonomic
boxes representing the taxonomic diversity and struc-
ture present in the amplicon of interest. All these qual-
itative and/or quantitative results can be exported for
external use, in multivariate analyses of sample diver-
sity, for example.

Data sets analysed

The algorithms used in ISEISIAMIE| BARCODE were
validated with two data sets. The first highlights the
power and limitation of barcoding specimens to species
with GenBank nt and is based on simulated data,
whereas the second data set was taken from the literature
and demonstrates the usefulness of the application in an
environmental barcoding context.

Barcoding aphid species with simulated NGS data

We selected 15 COI sequences of 658 bases from 15 differ-
ent and closely related species of aphids (Hemiptera:
Aphidoidea). Their similarity (1 — percentage divergence)

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
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ranged from 91.1% to 99.6%. For depiction of the error
rates of NGS sequencing technologies, such as 454
sequencing, we simulated an error model (normally
distributed random error, available on request) and
simulated 1000 derived sequences for each species. This
provided a complete data set of 15 simulated ampli-
cons, each corresponding to one original sequence. We
added primers and oligonucleotide tags in silico and
generated a FASTA file and a corresponding CSV file
describing the 15 simulated amplicons. The reference
sequence was chosen randomly from the original data
set (for testing sensitivity during pro-bank construc-
tion).

Step 1: Processing of the sequencing run. The 15 000
sequences representing the 15 amplicons (1000 sequences
each) were analysed through the run assistant, using
default parameters, yielding a total of 8887 variants.
This large number of different variants results from
the noising algorithm used to simulate the sequencing
error rate.

Step 2: Building reference libraries. The taxonomy was
loaded directly from GenBank. The pro-bank was built
from the variants from the sequencing run, with default
parameters. Only two distinct sequences (the reference
marker sequence and a variant from the sequencing run)
were kept in the pro-bank, based on hierarchical cluster-
ing and the default similarity threshold. They were used
to compute the reference library for the project. This
library contained 556 368 sequences. Within this library,
391 443 records did not seem to be assigned to a species
rank. We decided to remove these sequences from the
analysis, as the only taxonomic information available for
these records was ‘Hemiptera sp.’, which is of no use for
species identification, at least in the case study. The final
library thus contained 164 925 sequences, against which
the assignment process was performed.

Step 3: Barcoding samples. The amplicons were barcod-
ed with the default 95% similarity threshold. Most
amplicons were assigned to the Hemiptera or Aphidi-
dae. This is not surprising given the close similarity of
the selected sequences and it provides support for our
assignment result based on the closest common taxon.
The simulated error rate here did not differ consider-
ably from that observed for real data (Gilles ef al. 2011).
Caution is therefore required when choosing a barcod-
ing marker, to ensure that it has sufficient polymor-
phism to overcome the sequencing error. We modified
the similarity threshold to 99.7%, to correct for
sequence similarities and obtained a correct assignment
of all amplicons to the expected species (Fig. 2). The
whole analysis took 2 h 25 min with our computer sys-
tem, from the importation of the sequences to the final
barcode results.

© 2012 Blackwell Publishing Ltd

Pyrosequencing of prey DNA in reptile faeces (Molecu-
lar Ecology Resources 12-2,2012)

The validation of |SEISIAMIE| BARCODE is also particu-
larly important for environmental barcoding data. We
checked the validity of our developed method with an
already published work from Mol. Ecol. Resources on
reptile diets (Brown ef al. 2012). The aim of the original
article was to determine which earthworm species are
exploited by slow worms (the legless lizard Anguis fragi-
lis) and was based on 454 pyrosequencing data from fae-
cal samples. It provided a quantitative analysis of diet for
four different habitats. We reanalysed these data and
checked whether our method gave similar results. The
data set consists of four FASTA files corresponding to the
different habitats analysed. We added the published
primers and arbitrary oligonucleotide tags to mimic a
single-sequencing run.

Step 1: Processing of the sequencing run. In total, 1896
sequences provided in the original paper were analysed
for the four habitats, yielding a total of 538 different vari-
ants.

Step 2: Building reference libraries. The taxonomy was
directly loaded from GenBank. The pro-bank was built
from the variants from the sequencing run, with default
parameters. Three distinct sequences (the reference mar-
ker sequence and two variants from the sequencing run)
were kept in the pro-bank and used to compute the ref-
erence library for the project. This reference library con-
tained 636 sequences. This smaller number of sequences
than for the previous project reflects the lower level of
taxonomic coverage in GenBank, requiring the addition
of an in-house library that was used in the original
study.

Step 3: Barcoding samples. The amplicons were barcod-
ed with the default 95% similarity threshold for
BLAST+FASTA assignment. We ensured that our results
were comparable with those of the original article,
using the nearest neighbour assignment method. The
results are provided in Table 1. Most results from
ISEISIAMIE| BARCODE were consistent with the origi-
nal study. The two recurrent differences (whatever the
parameters used) were (i) assignment to Dendrodrilus
rubidus, only recently added to GenBank and probably
absent when the data set was first analysed and (ii) the
absence of Aporrectodea caliginosa from the sample from
the ‘Caerphilly’ site and of Lumbricus festivus from the
sample from the ‘East Cowes’ site. This discrepancy may
result from the use of an in-house bank in addition to
GenBank in the original study (Brown et al. 2012). The
whole analysis took 40 min with our computer system,
from the importation of the sequences to the final bar-
code results provided in Table 1.
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Fig. 2 Sample barcoding results. This screenshot of the web application corresponds to the Synthetic taxonomic image. The 15 simu-
lated amplicons were barcoded at a 99.5% similarity threshold. Customizable colours (see online version) correspond to the taxon ranks
from root to subspecies. As the ‘Show quantitative results’ box has been ticked, the values reported on the graphic representation corre-

spond to the assigned sequences for a particular taxon.

Table 1 Barcoding samples results. This table corresponds to the Sample x taxonomic information exported from the software. The four
habitats were barcoded using the nearest neighbor algorithm after a 95% similarity threshold search. Numbers correspond to the DNA
sequences assigned to a specific taxon for each region (as defined in Brown et al., 2012)

Taxonomy (nearest Neighbor)

Caerphilly Ringwood East Cowes Flat Holm Total

[genus] Lumbricus, Lumbricus rubellus complex, [species] Lumbricus rubellus 488 374 55 38 955
[genus] Lumbricus, [species] Lumbricus castaneus 19 17 12 2 50
[genus] Lumbricus, Lumbricus terrestris complex, [species] Lumbricus terrestris 10 3 4 112 129
[genus] Aporrectodea, [species] Aporrectodea longa 33 20 100 0 153
[genus] Aporrectodea, [species] Aporrectodea caliginosa 0 1 7 73 81
[genus] Aporrectodea, [species] Aporrectodea tuberculata 0 4 0 11
[genus] Allolobophora, [species] Allolobophora chlorotica 10 0 1 14 25
[genus] Dendrodrilus, [species] Dendrodrilus rubidus 15 1 0 16
Unidentified 87 6 58 18 169

Conclusion

Obtaining high number of sequences for amplicons from
specimens or environmental samples has become a real-
ity for molecular ecologists. The generation of such large
amounts of data presents new challenges in the represen-
tation, understanding and analysis of the structure of the
massive number of sequences that can be obtained. In
this respect, bioinformatics tools are required to cope
with the identification of amplicons sequenced in this
high-throughput environment. |SEISIAMIE| BARCODE
fills this gap and brings the routine sequencing and DNA

barcoding of a large number of amplicons into the reach
of molecular ecologists. This software was developed spe-
cifically for biologists, with a user-friendly interfacing and
easy installation. Furthermore, most functions to support
analyses are unique and provide a strong and productive
framework for high-throughput amplicon barcoding.
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Abstract

Microsatellites (or SSRs: simple sequence repeats) are among the most frequently used DNA markers in many areas of
research. The use of microsatellite markers is limited by the difficulties involved in their de novo isolation from species
for which no genomic resources are available. We describe here a high-throughput method for isolating microsatellite
markers based on coupling multiplex microsatellite enrichment and next-generation sequencing on 454 GS-FLX Tita-
nium platforms. The procedure was calibrated on a model species (Apis mellifera) and validated on 13 other species from
various taxonomic groups (animals, plants and fungi), including taxa for which severe difficulties were previously
encountered using traditional methods. We obtained from 11 497 to 34 483 sequences depending on the species and the
number of detected microsatellite loci ranged from 199 to 5791. We thus demonstrated that this procedure can be readily
and successfully applied to a large variety of taxonomic groups, at much lower cost than would have been possible with
traditional protocols. This method is expected to speed up the acquisition of high-quality genetic markers for nonmodel
organisms.

Keywords: enriched library, genetic marker, genotyping, microsatellite isolation, next-generation sequencing, primer
design, pyrosequencing
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(enrichment of genomic DNA in microsatellite motifs,

Introduction cloning and sequencing of the enriched DNA library by

Microsatellites (or SSRs: simple sequence repeats) are
among the most frequently used DNA markers in many
areas of research (Sunnucks 2000). However, their avail-
ability and quality are limited by the difficulties of de novo
development in species for which no genomic informa-
tion is available. The most commonly used procedure

Correspondence: Thibaut Malausa, Fax: +33 492386401;
E-mail: thibaut.malausa@sophia.inra.fr

the Sanger method) is difficult, time-consuming and
costly. Enrichment methods generally use a few specific
repeated motifs, generally selected without prior knowl-
edge of their abundance in the genome (Castoe et al.
2010), hence introducing potential bias in genome
representativeness. Furthermore, only a few hundred
sequences are generally obtained because of the high
cost of Sanger sequencing. Next-generation sequencing
through 454 GS-FLX technology (Roche Applied Science)
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has opened up new opportunities for microsatellite iso-
lation. First, large shotgun genomic libraries have
proved sufficient to isolate a satisfactory number of
markers in a few studies (Abdelkrim et al. 2009; Allent-
oft et al. 2009; Castoe et al. 2010). Second, 454 GS-FLX
sequencing can be used to sequence enriched library,
thus offering a higher cost-efficiency (Santana et al.
2009). However, the use of pyrosequencing applied to
microsatellite isolation has remained rare. This situation
could evolve quickly if new procedures taking profit of
pyrosequencing technology updates (sequencing longer
and more numerous DNA fragments) and easily acces-
sible for research teams could be set up. We present
here a new method for high-throughput microsatellite
isolation combining DNA enrichment procedures with
the use of multiplexed microsatellite probes and the
update Titanium of the 454 GS-FLX technology. This
method was initially developed in the model species
Apis mellifera (Linnaeus, 1758) [Insecta: Hymenoptera:
Apidae], a species with a genome particularly rich in
microsatellites (Solignac ef al. 2007). Its efficiency was
subsequently assessed and validated with 13 other
species from various taxonomic groups, including fungi,
plants and animals. This procedure is now available on
our platform (Lille, France) for any research team inter-
ested in rapid and low-cost development of wide SSR
libraries.

Methods

Construction and sequencing of multiplex-enriched
libraries

An optimization of classical biotin-enrichment methods
(Kijas et al. 1994) was used to prepare the enriched
libraries. Genomic DNA was extracted from various tis-
sues (depending on the species), with the DNeasy Tissue
Kit (QIAGEN) and the DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN).
Enrichment was carried out at Genoscreen (Lille, France),
according to the following procedure. Genomic DNA
(1 pg) was sonicated or digested with Rsal (FERMEN-
TAS) for 1 h at 37 °C, according to the manufacturer’s
recommendations, and was then ligated to standard ada-
pters (Adap-F: GTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATC
and Adap-R: GATTCTGCTAGCTAGGCCTT). This step
was repeated until the average length of DNA frag-
ment was <1500 bp. Samples were then purified on a
Nucleofast PCR plate (MACHEREY-NAGEL). Eight
biotin-labelled oligonucleotides, corresponding to eight
targeted microsatellite motifs, were hybridized to the
ligated DNA at 56 °C for 20 min, after initial denatur-
ation of the ligated DNA. The choice of the targeted
microsatellite motifs was based on the screening of
thirteen published genome sequences or whole-genome
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shotgun (WGS) sequences (insects: A. mellifera, Anopheles
gambiae, Drosophila melanogaster, D. yakuba, D. simulans,
Bombyx mori, Tribolium castaneum; Vertebrates: Takifugu
rubripes, Danio rerio, Gallus gallus, Bos taurus, Mus muscu-
lus and Rattus norvegicus). All perfect microsatellites with
at least five repetitions for all di-hexa motifs were
extracted. We then identified the 12 most frequent motifs
for each genome (Table S1, Supporting information).
From this pool of 30 motifs, we selected eight. This selec-
tion was based on (i) motif frequencies in different
genomes and (i) melting temperature compatibility
(56 °C). At the same time, we avoided using motifs likely
to produce hairpin structures, even if highly frequent
(e.g. AT, CG and AAT). The following eight probes were
designed to enrich total DNA in these motifs: (AG)y,
(AC)0, (AAQ)g, (AGG)s, (ACG)g, (AAG)s, (ACAT)s and
(ATCT)e.

The enrichment step was completed with Dynabeads
(INVITROGEN). The resulting enriched DNA was ampli-
fied with primers corresponding to the library adapters,
over 25 cycles (20 s at 95 °C, 20 s at 60 °C and 90 s at
72 °C) and a final extension step of 30 min at 72 °C. The
PCR products were purified with a QIAquick PCR purifi-
cation kit (QIAGEN).

The sample concentration of purified PCR products
was determined by quantifying Picogreen fluorescence
(Invitrogen), and the fragment size distribution was
determined by running 1 uL of each sample on an Agi-
lent Bioanalyzer 2100, using a DNA 7500 chip (Agilent
Technologies). The following manufacturer’s protocols
were carried out at Genoscreen (Lille, France): fragment
end polishing, adaptor ligation, during which specific
multiplex identifiers (MIDs) were added, library immobi-
lization, fill-in reaction and single-stranded DNA library
isolation. The small fragment removal step was not
included to avoid the loss of any genetic information.
The single-strand DNA profile and quantification were
determined by running 1 pL of each sample on an
Agilent Bioanalyzer 2100 with a RNA Pico 6000 chip. The
concentration (pg/uL) obtained was then used to calcu-
late the number of molecules of the final product/uL:
[single-strand DNA (pg/uL)I/IMW of nucleotide
(325) x base pair length of DNA strand] x [6.02 x 10*].
The single-strand templates were subsequently diluted to
a normalized concentration of 1 x 10® molecules/pL, and
multiplexing by equimolar mixture was performed for
the analysis of four samples on a 1/8 GsFLX PTP or eight
samples on a 1/4 GsFLX PTP. In each GsFLX PTP region,
samples were distinguished thanks to their MIDs. Each
multiplex library was previously titrated to accurately
determine the number of DNA copies per bead required
for maximum sequencing quality. Emulsion PCR and
sequencing were then carried out according to the
GS-FLX protocol, with no modification.
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Calibration test

We set up a calibration test, using DNA samples of
A. mellifera, to assess the minimum number of 454 load-
ing beads required to obtain sequences of satisfactory
quality in sufficient amounts. We loaded calibrated quan-
tities of beads (125 000; 75 000; 50 000 and 25 000 beads)
onto four regions of a GsFLX plate delimited by a
16-region gasket.

Enriched vs. shotgun library

We evaluated the benefits of DNA enrichment in micro-
satellite motifs, by comparing the data obtained after
sequencing DNA libraries of A. mellifera with and with-
out enrichment. This comparison was made with 125 000
loading beads as it provided the maximum number of
sequences in a given 1/16 GsFLX plate.

Validation on 13 taxa

Enriched libraries, generated as described earlier, were
constructed for 13 additional taxa from various taxo-
nomic groups (Table 1) to assess the general value of the
method. The loading of 75 000 beads was performed for
each species (one species on a 1/16 GsFLX plate, four spe-
cies on 1/8 plate or eight species on 1/4 plate—using
Roche MIDs) as calibration tests revealed that this num-

ber provided highest quality and cost-efficiency (see
Results).

Data analysis and automated primer design

The QDD pipeline (Meglécz et al. 2010) was used to ana-
lyse the 454 sequences and design primers for amplifi-
cation of the detected microsatellite motifs. Sequences
were sorted according to their MID (when used), and
the MID sequence was subsequently removed. Enrich-
ment adaptors (Adap-F and Adap-R) were then
removed from sequences, and sequences with no
detected adapter were discarded. Sequences shorter than
80 bp and sequences containing microsatellite motifs
shorter than five repeats were discarded. Sequence simi-
larities were detected through an ‘all against all’ BLAST
analysis. Sequences with significant BLAST hits
(e-value = 1E-40, microsatellites being soft-masked) but
with flanking region identity levels below 90% were dis-
carded to avoid potential intragenomic multicopy
sequences. Using BLAST allowed identification of
flanking regions with low, but significant similarities.
This is a conservative step that aims to eliminate repeti-
tive sequences (e.g. minisatellites and transposable
elements), which are unlikely to provide a clear amplifi-
cation pattern. Sequences displaying only BLAST hits
for which pairwise similarity between the complete

Table 1 Name and systematic position of the species used to set and test the procedure; number and length of sequences generated,
Accession no. in the NCBI Short Read Archives. Libraries were also submitted to the Dryad Database, doi:10.5061/dryad.8297 (http://

dx.doi.org/10.5061/dryad.8297)

Length
Number of ———— SRA

Name Division Class Order sequences Mean Maximum accession

Apis mellifera (shotgun) Arthropoda Insecta Hymenoptera 37 870 275 765 SRS150264.1
A. mellifera (enriched-125K)  Arthropoda Insecta Hymenoptera 39 473 251 766 SRS150263.1
A. mellifera (enriched-75K)  Arthropoda Insecta Hymenoptera 26 428 258 681 SRS150262.1
A. mellifera (enriched-50K)  Arthropoda Insecta Hymenoptera 30 041 259 610 SRS150261.1
A. mellifera (enriched-25K)  Arthropoda Insecta Hymenoptera 11 571 259 639 SRS150260.1
Venturia canescens Arthropoda Insecta Hymenoptera 21 716 189 539 SRS140293.2
Euphydryas aurinia Arthropoda Insecta Lepidoptera 11 497 184 562 SRS150273.1
Pseudococcus viburni Arthropoda Insecta Hemiptera 29 528 237 611 SRS150265.1
Diabrotica virgifera Arthropoda Insecta Coleoptera 15 207 259 595 SRS140297.2
Bursaphelenchus xylophilus Nematoda Secernentea Aphelenchida 12 286 240 615 SRS140294.2
Barbus meridionalis Chordata Actinopterygii Cypriniformes 13 010 150 477 SRS150271.1
Danio rerio Chordata Actinopterygii Cypriniformes 15 833 193 543 SRS150272.1
Gerbillus nigeriae Chordata Mammalia Rodentia 21 740 153 884 SRS150274.1
Armillaria ostoyae Basidiomycota Agaricomycetes  Agaricales 32 488 179 809 SRS150270.1
Phytophthora alni subsp. Heterokontophyta ~Oomycetes Peronosporales 34 483 209 997 SRS150269.1

uniformis

Festuca eskia Magnoliophyta Liliopsida Poales 25 577 246 598 SRS150267.1
Hirtella physophora Magnoliophyta Eudicotyledones Malpighiales 34 316 197 849 SRS150266.1
Papaver rhoeas Magnoliophyta Eudicotyledones Ranunculales 13 825 240 570 SRS150268.1
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overlapping part of the flanking regions was over 90%
were grouped into contigs aligned by ClustalW, and a
2/3 majority rule was used to build a consensus
sequence. These consensus sequences substituted the
corresponding single reads. Unique sequences (with no
BLAST hit according to our criteria) and consensus
sequences were used to form a validated set of sequences
that was used for further analyses. Primers were
designed automatically using the Primer3 algorithm
(Rozen & Skaletsky 2000) implemented within QDD.
PCR primers were designed only if (i) the target micro-
satellite had at least five repeats, (ii) the resulting PCR
product was between 80 and 500 bp long, (iii) the flan-
king region contained, at most, a five-base mononucleo-
tide stretch or two repeats of any di-hexa base-pair
motif, (iv) the annealing temperature of primers was
between 50 and 64 °C, and the difference in annealing
temperature between the forward and the reverse primer
was <4 °C and (v) the self-complementarities of primers
and the complementarities between primers matched the
quality criteria used as default parameters in Primer3.
We deliberately chose stringent criteria, as the number of
microsatellite loci identified through pyrosequencing is
large and the most time-consuming and extensive step is
the subsequent validation of the designed primers.

Results

Calibration test

The calibration tests revealed strong positive correlation
between the numbers of beads and sequences (R?=0.851,
P =0.015 through permutation test), and although the
quality (as inferred by the percentage of sequences that
passed the Roche 454 GsFLX Titanium default quality
filters) was not homogeneous among the numbers of
loading beads ()(2 = 142.29, P < 0.0001), there was no sig-
nificant correlation between beads number and quality
(R?=0.053, P > 0.05). Based on this analysis, the loading of
75 000 beads was retained for the final protocol because
this number of beads (i) provided sufficient number of
sequences (26 428 sequences) with a high-quality index
(63.35% of the sequences passed the 454 GsFLX Titanium
quality filters) and (ii) allows the sequencing of up to four
enriched libraries onto a 1/8 GsFLX plate or eight
libraries onto a 1/4 GsFLX plate, using MIDs.

Enriched vs. shotgun library

We obtained 37 870 and 39 473 sequences for the A. mel-
lifera libraries without and with enrichment (hereafter
referred to as the ’‘shotgun’ and ‘enriched’ libraries),
respectively (Table 1). Short sequences and sequences
without microsatellite motifs were discarded, and the
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remaining sequences were filtered for redundancy and
checked for multiple copies in the data set with our bioin-
formatics pipeline QDD (Meglécz et al. 2010). In total,
5157 and 6230 loci containing microsatellites matching
the quality criteria implemented in QDD were detected
in the shotgun and enriched libraries, respectively. This
high number of loci detected in the shotgun library is not
surprising, given the high quantities of microsatellites
contained in the genome of this organism (Solignac et al.
2007). With the shotgun method, 97% of the validated loci
corresponded to sequences observed once in the raw data
set, whereas the remaining 3% of the validated loci corre-
sponded to consensus sequences (Table 2). With the
enrichment method, 22% of the validated loci corre-
sponded to consensus sequences, taking into account var-
iation between sequences (caused by intraspecific
polymorphism and polymerase or 454 sequencing
errors). QDD was then used to design primer pairs for
each validated locus. The primer design was successful
in 2045 loci from the shotgun library and in 2200 loci
from the enriched library. The properties of the markers
designed from the two libraries differed considerably:
the percentage of markers displaying microsatellite
motifs consisting exclusively of A/T nucleotides was 39%
with the shotgun library and only 8% with the enriched
library (Table 2). Interestingly, enrichment allowed isola-
tion of around 3 times more primer pairs (543 vs. 186)
designed around microsatellite motifs of more than eight
perfect repeats (excluding AT-motifs), i.e. optimal micro-
satellite markers.

Validation on 13 taxa

The data sets obtained after the validation tests each con-
tained 11 497-34 483 sequences depending on the species
(Table 1). Mean sequence length was between 150 and
275 bp (Table 1), and maximum sequence length was
between 477 and 997 bp (Table 1). The number of vali-
dated loci containing microsatellites ranged from 199 to
5791 (Table 2). We found that 3-28% of the validated loci
corresponded to consensus sequences (Table 2), provid-
ing information about the polymorphism of sequences.
Despite the heavy constraints imposed on primer design,
primers were successfully designed for 94-1162 loci, even
for species for which severe difficulties were previously
encountered using traditional methods (Meglécz et al.
2004; Péténian et al. 2005; Dutech et al. 2007). The primers
designed targeted various microsatellite motifs in each
species, with the respective proportions of each motif dif-
fering among species (Table 2). Both the contrasted num-
bers and proportions of motifs found in the different
organisms are not surprising with regard to the available
literature (Lagercrantz ef al. 1993; Toth et al. 2000;
Meglécz et al. 2007; Richard et al. 2008).
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Discussion

Even with the stringent selection of loci imposed by
the analysis parameters chosen, the numbers of micro-
satellite markers isolated with this new procedure
were satisfactory for all the tested species. When com-
pared to traditional isolation techniques, these num-
bers are much larger and were obtained with a much
lower budget and within a shorter length of time.
Indeed, whereas the isolation of microsatellites from
an enriched library typically involves the screening
and Sanger sequencing of a couple of hundred clones
over a period of 5 weeks at a cost of more than US$
5000, the process tested here allows the simultaneous
screening of thousands of DNA fragments, over a
2-week period, at a cost of less than US$ 1500 (inclu-
ding expenses related to consumables and staff). The
sequences produced are shorter than those obtained
by Sanger sequencing, but this is not a problem for
microsatellite marker development because the PCR
products used for genotyping are usually 100-400 bp
in size. Besides, this read-length constraint should be
overcome with subsequent updates of 454 platforms.
Comparing our results to the first studies using
pyrosequencing to isolate microsatellites is not
straightforward because (i) the way microsatellites
were defined and the analysis methods used differ
substantially, (ii) the organisms used to test the proto-
cols are different and (iii) the total cost to generate a
given amount of exploitable microsatellite sequences
was generally not provided. However, the efficiency
as evaluated from our results (between 1% and 8% of
amplifiable markers in the obtained sequences; see
methods for the definition of amplifiable markers)
appears higher than in Abdelkrim et al. (2009) who
reported around 0.1% of amplifiable microsatellites
markers in their shotgun library and of the same order
of magnitude as in Castoe et al. 2010 (~3.5% of ampli-
fiable microsatellites in one species) and Santana et al.
2009 (between ~2% and ~5%).

Our tests revealed that the use of the multiplex
DNA enrichment of our procedure appears highly
advisable to optimize cost-efficiency of microsatellite
isolation. Comparisons between enriched and shotgun
A. mellifera libraries revealed two major advantages of
enrichment. First, enrichment slightly increased the
overall number of microsatellite loci isolated and
reduced the proportion of unwanted motifs such as
AT-based motifs (39-8%) that are likely to generate
difficult amplification during genotyping. Counting
the numbers of amplifiable optimal microsatellite
markers (=8 repetitions of perfect and not AT-rich
motifs, ie. the most valuable markers for the
end-users) revealed that enrichment improved marker
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isolation efficiency by almost 300% (543 vs. 186 mar-
kers isolated in A. mellifera with and without enrich-
ment) for an additional cost of around 10%.
Moreover, the benefits of enrichment are likely much
underestimated here because A. mellifera genome is
rich in microsatellites (Solignac et al. 2007). Second, it
increases the number of multiple reads obtained for a
given microsatellite locus, which enables to design
PCR primers targeting nonpolymorphic sequences
flanking the microsatellite motif. Such an approach
should decrease the probability of designing markers
with a high percentage of null alleles because of
mismatches between primers and polymorphic nucleo-
tides in flanking regions that can occur in some
individuals or populations. The analysis of the large
data sets obtained, using programs like QDD, also
enables to sort and discard loci that are likely to be
found at multiple sites in the genome.

The validation of our method on 13 taxa did not reveal
negative effects of enrichment on microsatellite isolation
efficiency. Comparison of motif frequencies in the
libraries generated here and in published genome
sequences of closely related taxa (when available) shows
that enrichment successfully favoured the most common
motifs (Tables 2 and S1, Supporting information). Sec-
ond, results do not indicate that lower isolation efficiency
could be because of enrichment failure: we found no neg-
ative correlation between the percentage of unwanted
motifs and the number of detected microsatellite loci
(r =0.16; P > 0.05). Lower yields in some species may
rather be caused by technical issues (e.g. random
manipulation effects or lower DNA quality of avai-
lable samples) or lower abundances of microsatellites in
genomes.

In conclusion, we demonstrated that our procedure
coupling multiplex enrichment, pyrosequencing and
sequence selection can be readily and successfully
applied to a large variety of taxonomic groups (Table 2).
The procedure is particularly cost-efficient as only a
small part of a 454 GsFLX plate is needed to isolate high
numbers of microsatellite markers. It is expected to speed
up the acquisition of high-quality genetic markers for
nonmodel organisms.
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Abstract

Background: The rapid evolution of 454 GS-FLX sequencing technology has not been accompanied by a
reassessment of the quality and accuracy of the sequences obtained. Current strategies for decision-making and
error-correction are based on an initial analysis by Huse et al. in 2007, for the older GS20 system based on
experimental sequences. We analyze here the quality of 454 sequencing data and identify factors playing a role in
sequencing error, through the use of an extensive dataset for Roche control DNA fragments.

Results: We obtained a mean error rate for 454 sequences of 1.07%. More importantly, the error rate is not
randomly distributed; it occasionally rose to more than 50% in certain positions, and its distribution was linked to
several experimental variables. The main factors related to error are the presence of homopolymers, position in the
sequence, size of the sequence and spatial localization in PT plates for insertion and deletion errors. These factors
can be described by considering seven variables. No single variable can account for the error rate distribution, but
most of the variation is explained by the combination of all seven variables.

Conclusions: The pattern identified here calls for the use of internal controls and error-correcting base callers, to
correct for errors, when available (e.g. when sequencing amplicons). For shotgun libraries, the use of both
sequencing primers and deep coverage, combined with the use of random sequencing primer sites should partly
compensate for even high error rates, although it may prove more difficult than previous thought to distinguish

between low-frequency alleles and errors.

Background

Scientific strategies and approaches based on next-gen-
eration sequencing (NGS) have been revolutionizing
genetics over the last few years. Many aspects of basic,
applied and clinical research now rely on the generation
of enormous amounts of sequence data from various
sample sources, to assess polymorphism (mostly SNPs),
or expression data (RNA-Seq) at the genome level [1,2].
This shift in the scale of sequence acquisition has been
achieved by simultaneous progress in bioinformatics, the
availability of genome assemblies and key technical find-
ings in the domains of biochemistry and sequencing
device physics [3]. In this context, the 454 GS-FLX
(Roche Diagnostics Corporation), Illumina® technology
(Illumina, Inc.) and SOLIDTM systems (Applied
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( BiolMed Central

BiosystemsTM) offer a number of complementary solu-
tions for specific requirements (see Metzker [4] for a
review). 454 GS-FLX Titanium technology provides
around 1,000,000 sequences in a single 10-hour run.
These sequences, with an average read length equal to
330 bp, may be up to 500 bp in shotgun libraries condi-
tions, much longer than can be obtained with the other
available approaches. This makes mapping easier, parti-
cularly for repetitive regions, and facilitates de novo gen-
ome sequencing, exome capture, metagenomics and
amplicon sequencing [4].

One of the basic questions arising from this spectacu-
lar increase in sequence volume concerns the possible
detrimental effects of this shift in quantity on the quality
of the obtained data. In other words, is there a tradeoff
between the quantity and quality of information? It is
widely accepted that next-generation sequencing
approaches generate such large amounts of sequence
data that even if overall accuracy (derived from error
rate) or quality (percentage of error-free sequences) is

© 2011 Gilles et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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suboptimal it is still possible to reconstruct polymorph-
ism rigorously by comparing redundant sequences that
cover the same genomic region multiple times (i.e.
depth of coverage provides accuracy, not the individual
read) [5-8]. This is the typical “quick and dirty” view of
NGS. This approach may sound reasonable, but it is
based on assumptions such as low error rate and error
randomness for the unambiguous detection of poly-
morphism. If this last assumption is challenged, even a
low error rate has a huge impact on sequence analysis,
as in cases of related allele detection, paralogous
sequences or pseudogene identification. In these cases,
the “quick and dirty” approach is inadequate, because
consensus sequence calculation is accurate only if these
three sources of sequence diversity are distinguishable
from the error due to background noise [9].

In 2007, S. Huse and collaborators raised the question
of the accuracy and quality of massively parallel pyrose-
quencing GS20 systems, performing an empirical analy-
sis of the per-base error rate [10]. This was needed as
“the quality score of a position is not a measure of a
confidence that the correct base a called at that position,
as with a traditional PHRED score. Instead, the GS20
quality score is a measure of confidence that the homo-
polymer length at a position is correct” [10,11]. They
used V6 hypervariable region sequences from cloned
microbial ribosomal DNA for this purpose. They con-
cluded that the accuracy rate was 99.51%, on average,
and that 82% of the sequences contained no error. They
also demonstrated that 39% of the errors corresponded
to homopolymer effects [10]. Finally, they detected no
significant correlation between error and distance from
the 5" end of the sequences for 101 positions. Surpris-
ingly, despite changes in this technology over the last
four years, the accuracy and quality of 454-based
sequences has not been reevaluated and this previous
study remains the basic reference used by the scientific
community to account for error rate in 454 GS-FLX sys-
tems (181 articles citing this study at the time of writ-
ing). Over the same period, chemistry, acquisition
devices (CCD cameras in particular) and quality filtering
algorithms have evolved. A new analysis is therefore
required, and this was the main goal of this work.

Furthermore, in addition to estimating the per-base
error rate, we aimed to identify the potential causes of
sequencing errors and possible solutions for improving
both the accuracy and quality of pyrosequences. We
selected several variables likely to affect sequencing
errors directly or indirectly: (i) the position of the
nucleotide base within the sequence (the beginning of
the sequence may be more accurate than the end), (ii)
the primary structure of the sequence, including, in par-
ticular, the presence of homopolymers, (iii) the length of
the sequence generated (a sequence may be short due to
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quality filtering, resulting from an accumulation of
errors or the stochastic ending of polymerization), and
(iv) the position of the bead carrying the sequence both
within and between the regions on a PT plate (PicoTi-
terPlate) (edge effect), and between multiple PT plates.
Our analyses are based on Roche test fragments. These
are sequences used for GS-FLX Titanium diagnostics
that are included in all runs, but not subjected to PCR
amplification before sequencing. Thus with these frag-
ments we estimate the sequencing error due to pyrose-
quencing. Huse et al. [10] found that the experimental
sequences they used display error rate five times higher
than the GS20 Roche test fragments (0.1% vs. 0.49%).
Since almost all of their results are based on experimen-
tal sequences, we cannot directly compare our results to
theirs. However, we do not intend to focus on a general
error rate, but rather assess the effect of several variables
on error generation.

Results and Discussion

Accuracy and quality of sequences

We assessed the quality of the sequences obtained by
454 GS-FLX Titanium sequencing, using the control
DNA fragment Type I sequences (provided with 454
sequencing kits) as reference templates (see Materials
and Methods for details). As these internal controls are
added to the pyrosequencing process during the sequen-
cing step, they are modified only by sequencing errors
and are not related to any previous step. The quality of
these control sequences is not influenced by the samples
themselves, particularly with Titanium technology, in
which loading beads are isolated from each other and
there should therefore be no interference from adjacent
beads. We analyze here the 86,237 sequences that
passed the quality filters, representing the six control
DNA fragments from three 454 GS-FLX runs. These
results revealed several general trends in the sequencing
error generated by 454 GS-FLX Titanium technology
(Table 1). It also provided detailed information about
the different types of error: insertion, deletion, mis-
matches and ambiguous base calls. We first analyzed
the error on the first 101 sequenced positions from the
5" end (with reference to the sequencing primer) of the
control DNA fragments. We compared the sequences
obtained with those for the GS20 system and then
extended the error analysis to full-length sequences (500
to 592 bases, depending on the reference sequence ana-
lyzed, see Materials and Methods for details).

The error rate for the first 101 sequenced positions
(corresponding to 8,596,016 examined bases) displayed a
mean = 0.534% (95% CI: [0.529, 0.539]) (45,895 erro-
neous bases) for 454 GS-FLX Titanium data. This global
error rate is five times higher than the error rate
obtained by the analyses of GS20 test fragments and is
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Table 1 Comparative analysis of the accuracy and quality of sequences

# of sequences % of error-free sequences # of positions Insertions Deletions Mismatch Ambiguous Total % of error
GS20 (107) 34015 82.00% 32801429 0.18% 0.13% 0.08% 0.10% 0.49%
Ref 1 (101) 16052 87.12% 1605640 0.15% 0.05% 0.01% 0.01% 0.22%
Ref 2 (101) 16466 60.01% 1600327 042% 0.23% 0.04% 0.01% 0.70%
Ref 3 (101) 12215 72.96% 1228804 0.17% 0.19% 0.01% 0.01% 0.38%
Ref 4 (101) 9908 56.43% 984452 0.30% 0.37% 0.03% 0.00% 0.70%
Ref 5 (101) 15880 50.93% 1595718 0.34% 0.48% 0.05% 0.01% 0.88%
Ref 6 (101) 15716 7517% 1581075 0.25% 0.10% 0.00% 0.01% 0.36%
Total 86237 67.57% 8596016 0.27% 0.23% 0.02% 0.01% 0.53%
Ref 1 (572) 16052 6.75% 5359696 0.52% 0.46% 0.10% 0.12% 1.20%
Ref 2 (552) 16466 9.75% 4789285 0.89% 0.28% 0.10% 0.08% 1.35%
Ref 3 (500) 12215 18.75% 4180478 0.30% 0.35% 0.07% 0.12% 0.84%
Ref 4 (532) 9908 6.88% 2572843 0.56% 0.71% 0.19% 0.11% 157%
Ref 5 (592) 15880 7.46% 6171098 0.38% 0.38% 0.06% 0.07% 0.89%
Ref 6 (516) 15716 11.81% 6027338 0.60% 0.17% 0.07% 0.04% 0.88%
Total 86237 10.09% 29100738 0.54% 0.36% 0.09% 0.09% 1.07%

The different types of error are detailed for each reference sequence for 454 sequencing. Errors are classified according to the nomenclature used by Huse et al.
(2007): insertions, deletions, mismatches and ambiguous base calls (see materials and methods). Error rates are given for two length categories (first 101 bases

vs. full length).

similar to that obtained from for GS20 experimental
sequences. Indeed, 0.49% of the positions were erro-
neous for a comparable dataset relating to 101 positions
(Table 1). If we break down the global error rate for all
reference sequences according to the type of error,
insertions are found to be the most common errors
(mean = 0.273% [0.269, 0.276]; mode q;,, = 0.215), fol-
lowed by deletions (0.232% [0.229, 0.235]; q;,» = 0.170),
mismatches (0.022% [0.021, 0.023]; q;/» = 0.010), and
ambiguous base calls (0.007% [0.006, 0.007]; q1/» =
0.010). This pattern is entirely consistent with that
described by Huse et al. [10]. This pattern is in agree-
ment with the study of 454 GS-FLX [12] but markedly
different from IlluminaTM sequencing, in which inser-
tions and deletions of single bases occur less frequently
than mismatches [13,14]. In total, 58,269 sequences
(67.57% [67.26, 67.88]) of this length were found to be
free from error. This trend is similar to that reported
for GS20 experimental sequences, for which 82% of
sequences matched the corresponding reference
sequence perfectly. Unfortunately the data are not avail-
able for GS20 test fragments.

If we restricted the analysis to full-length sequences
(500 to 592 positions), we found for the 86,237
sequences that passed the 454 quality filters (29,100,738
bases) that 312,351 bases were erroneous (1.073%
[1.069, 1.077]). The pattern observed for the first 101
positions was confirmed for the full-length sequence
data, with insertions (0.541% [0.538, 0.543]; q1/2 =
0.465) and deletions (0.359% [0.357, 0.362]; q;/» = 0.350)
being the most common types of error and mismatches
(0.088% [0.087, 0.089]; q1,» = 0.085) and ambiguous
base calls (0.085% [0.084, 0.086]; q1/» = 0.090) making a

smaller contribution to global error rate. Only 8,702 of
the 86,237 full-length sequences (10.09% [9.89, 10.29])
had no error with respect to the corresponding refer-
ence sequence. This result strongly contrasts with the
higher proportion of error-free sequences for the first
101 bases.

The comparison of error rates between sequences of
different lengths (first 101 positions vs full-length
sequences) highlighted two key developments in addi-
tion to the doubling of the global error rate for full-
length sequences as found elsewhere [15]. This length-
associated overall increase in error rates did not reflect
a common mechanism for all types of error, as insertion
and deletion rates increased only slightly (by factors of 2
and 1.5, respectively), whereas mismatch and ambiguous
base call rates increased to a much greater extent (by
factors of 5 and 9, respectively). This decoupling of the
changes in rate for different types of errors modified the
contribution to global error rate of the various types of
errors. Thus, mismatch and ambiguous base call errors
made a greater contribution to global error rate for
longer sequences, although their effects remained mod-
erate. Thus, overall error rates and the rates of different
types of error are not uniform for the sequences
obtained by 454 GS-FLX Titanium sequencing. Conse-
quently, the conclusions drawn for short sequences
should not be directly extrapolated to longer sequences,
as sequence length affects error rates. Another key result
in this in-depth analysis of error was the finding that
error rate (1.07%) should be seen in the light of the
large number of erroneous sequences (89.91%) in the
dataset. This combination of a low error rate and a
large number of erroneous sequences results from the
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occurrence of only very small numbers of errors in indi-
vidual sequences, on average. These findings conflict
with those reported for GS20 sequencing and suggest
that the removal of erroneous sequences may not be
useful, to increase the overall quality.

However, the consequences of this may be relatively
minor even if most sequences display errors (89.91
[89.71, 90.11]), as the overall error rate is low, with only
1.07% of bases being problematic. It is widely believed
that deep sequencing coverage (multiple independent
sequences for the same locus) should make it possible
to correct for errors in this context [16]. Like other
types of high-throughput sequencing, 454 pyrosequen-
cing is thought to be suitable for use in this context.
Indeed, for some applications, such as SNP discovery in
whole-genome sequences [17,18] or amplicon sequen-
cing [7,19], an almost unlimited number of sequences
may be obtained. We need to consider the number of
sequences required to correct an erroneous position
appropriate, at a given probability, for an error rate of
1.07%. As detailed in additional file 1, at least five
sequences would be required to correct for random
error at low error rates (<10% error rate). However, an
analysis of error along the length of the sequence (com-
paring the first 101 bases with the full-length sequence)
indicated that error rate was heterogeneous along the
length of the sequence. Longer sequences therefore
would be subject to higher error rates at their 3’ ends.
The distribution of error, as illustrated in Figure 1, does
not fit a stochastic model, for any error type. Most of
the positions are correct, but a few have high error
rates, even exceeding 50% in some cases. There is no
clear way to resolve the issue, particularly when this pat-
tern (error hot spots) is repeatable between runs [9].
This pattern is particularly problematic for 454 data, as
the number of sequences significantly decreases after
300 bases (see Figure 1 and additional file 2 for illustra-
tion) whatever the reference sequence considered (for a
total length ranging from 500 to 592). In summary, for
the longest sequences (>300 positions), the combination
of higher error rates along the length of the sequence,
combined with the decrease in the number of sequences
available, may make it difficult to correct errors. This
difficulty results from a deficit in the number of
sequences required to decrease the probability of erro-
neous assignation for a given sequence position, under a
reasonable coverage threshold (i.e. minimum number of
reads per bp required, see additional file 1).

This issue is further complicated by the heterogeneous
distribution of the error types among the six different
control DNA reference sequences, within and between
gasket regions for a PT GS-FLX Titanium plate and also
between PT plates, as initially estimated from the large
standard errors (derived from table 1) in the error
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Figure 1 Distribution of errors along sequences. The blue line
indicates the proportion of generated sequences (y-axis) as a
function of sequence position (x-axis), based on data obtained from
the analysis of reference sequence #3. The error rate for each type
of error (insertions, deletions, mismatches and ambiguous base calls)
is presented as a function of sequence position (X-axis) and specific
position on the y axis. The position and length of homopolymers
for each base are given on the x-axis to facilitate interpretation
(green: A, red: T, black: G, blue: C). See additional file 2 for the data
obtained with the other five reference sequences.

estimate. This overall variability of error distribution
makes it difficult to draw any clear conclusions ruling
out particular parameters that might potentially influ-
ence error rates or to identify a single mechanism
accounting for the observed errors in the dataset. This
pattern requires an in-depth analysis of the interaction
and explanatory power of various factors before we can
assess the degree of sequencing error and identify solu-
tions for preventing artifacts.

Interactions between variables and error characterization

The evolution of 454 technology combines progress in
chemistry, acquisition devices, such as CCD cameras
and PT plates handling equipment, and improvements
in quality filters and base-calling algorithms. All these
modifications are potential sources of variation in the
amount, length and quality of sequences. In this work,
we analyzed the interaction of seven variables identified
as potential sources of sequencing error. We character-
ized sequencing error as a function of information
about position in the sequence (Position and Seq.length),
the presence of homopolymers (Homopolymer) and
reference sequence type (Seq.type), all considered being
sequence-specific information. Location on the PT plate
was also taken into account through the region of origin
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(Region), the distance of beads to the region center (Dist.
region) or the plate center (Dist.plate, see Materials ad
Methods for details) as both the flow of chemicals
through the plate and the central position of the CCD
camera may play a role in the error generation. Before
this analysis, we tested the hypothesis of homogeneous
error rates on the three PT plates. This hypothesis was
rejected (x* = 2613.3, df = 2, P < 2 x 107'°). The signifi-
cant result obtained in this test is mostly due to the
high power of detection associated with the large num-
ber of samples available, but this heterogeneity requires
the specification of individual parameter values for the
logistic model describing each PT plate. The three runs
were therefore analyzed separately. This approach did
not prevent us from extracting the common trends
influencing error rate and distribution. The models (for
each plate and for each type of error) explained between
14.32% and 37.38% of the error distribution and were
highly significant (P < 2 x 107').

The nullity of r (Bravais-Pearson correlation coeffi-
cient) between pairs of the seven variables was tested
independently for each run. As the usual assumptions
required to infer the distribution of the test statistics
were not met, we used permutations to approximate the
distribution of the test statistic under Hy,. We used a
type I error rate of 0.05 and Benjamini-Hochberg cor-
rection [20] to take multiple testing into account. Most
of the pairs of variables (74.29%) were significantly cor-
related, using a threshold of o = 0.05 in a permutation
test for multiple testing. However 41.85% of the pairs of
variables correlated with 0.005 < r < 0.05. The pair of
variables displaying the strongest correlation was the
position of the error in the reference sequence (position)
and sequence length (Seq.length), with 0.40 < r < 0.50,
depending on the PT plate considered. The second
strongest correlation was that between distance to the
region center (Dist.region) and distance to the PT plate
center (Dist.plate), with 0.38 < r < 0.62.

The nature and significance of a correlation between
two variables does not provide any information about
the ability of this combination of variables to explain a
third variable [21]. For each plate and each kind of
error, we considered a logistic model [22] (see materials
and methods for the detailed procedure) accounting for
the binary (error) variable in terms of the seven vari-
ables considered. For the separation of the effect of a
given explicative variable from the combined effect of
the other variables, we propose (see materials and meth-
ods) breaking down each explanatory variable into three
additive terms: the effect of the variable itself, the com-
bined effect of the other variables and the rest. The
combined effect of the variables ranged from 20% to
80% of the total variation in error rate (Figure 2 and
additional file 3). More specifically, for individual error
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types, the combined effect accounted for 38.00% + 13.05
of the total information for mismatch errors, 64.10% +
4.54 for ambiguous base call errors, 75.83% + 3.78 for
insertion errors and 79.95% + 3.08 for deletion errors.
The remaining information results from the specific
effects of each variable. These high percentages of
shared information highlight the high degree to which
the error can be explained by combinations of variables.
This may be due to partial redundancy of the informa-
tion contained in each variable or the combined contri-
bution to the total amount of error explained [21]. In
the first case, a variable may substitute for the effect of
others, whereas, in the second, only the combined infor-
mation provided by each variable can account for the
observed pattern. The results of correlation analysis,
indicating that most regression coefficients were low,
ruled out redundancy as the primary cause of the
observed pattern, as most variables were independent.
There is therefore no single variable consistently
accounting for the distribution of sequencing error, as
detailed in Figure 2. We investigated the main trends
highlighted by the logistic model, by focusing on the
distribution of sequencing error at sequence level. We
then characterized the variables most strongly influen-
cing error in terms of the location of the bead carrying
the sequence, in a given region of a PT plate.

At DNA sequence level, we detailed the variables indi-
vidually accounting for the highest proportion of the
error rate for each error type. It was essential to bear in
mind, during this analysis, the fact that most of the
explanatory power of these variables was obtained with
combinations of variables. We analyzed each type of
error independently.

For insertion errors (Figure 2), the variable Homopoly-
mer accounted for 5.97% + 1.33 of the variation in error
on its own, and was concurrent to the error rate. This
finding is consistent with available published empirical
observations linking errors to homopolymers [9]. The vari-
able Position accounted for 11.94% + 2.22 of the variation
and was also concurrent to error. In other words, the
error rate due to insertions increased along the sequence.
Finally, the variable Seq.length accounted for 5.48% + 3.13
of the variation. Insertion rates were lower for longer
sequences and higher for shorter sequences. These last
two results may appear paradoxical, but the combined
information for these variables indicates that the distribu-
tion of insertion errors along sequences is not random,
with more insertions in 3’ end, whatever the length of the
sequence considered. This is fully explained if we consid-
ered that i) the number of sequences decreases with length
(Figure 1), hence changing the number of sequences for
which error rates are computed with respect to the refer-
ence and ii) the quality filtering process (v2.3) implemen-
ted in the GS-FLX system involves the trimming of reads
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between the variable considered and the other variables (in white). The contribution of each term (the proportion) for a considered variable can
be viewed on the y-axis. We display only the results for plate #1 (the results for the other plates are presented in additional file 3).

Plate#1 ambiguous base calls

0.4

0.2

Region

Position
Seq.type

0.0

Homopolymer Dist.plate

Dist.region Seq.length

with many off-peak signal intensities by the software. In
particular, for insertions, the TrimBack Valley Filter trims
sequences from the 3’ end until the number of valley flows
(intermediate signal intensity, i.e., a signal intensity occur-
ring in the valley between the peaks for 1-mer and 2-mer
incorporations, or 2-mer and 3-mer, etc.) is < 1.25% [23].
This implies that short sequences are not short because
the strand synthesis stops prematurely, but due to a rapid
decrease in the quality of the flowgram (raw sequence)
resulting from early out-of-phase synthesis. Trimming
eliminates the 3’ end with above-threshold ambiguous
base calls, but the remaining sequence still contains errors.

For deletion errors, Seq.type accounted for 2.36% + 1.39
of the variation, reflecting substantial heterogeneity

between the reference sequences. The variables Homopo-
lymer (accounting for 6.89% + 0.89 of the variation) and
Position (accounting for 8.93% + 5.21 of the variation)
were both concurrent to the deletion rate. Deletion errors
tend to occur more frequently in homopolymers and
their rates are higher towards the 3’ end of sequences.

Finally, mismatch and ambiguous base call error rates
were both found to be linked to Position (45.24% + 4.04
and 25.85% + 1.71, respectively) and Seq.length (25.00%
+ 9.61 and 7.66% + 2.11, respectively), with higher error
rates found in 3’ positions within sequences and longer
sequences tending to have lower error rates.

Given this pattern, the next step in the integration of
information is characterizing the effect of bead
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localization on error rate. In particular, it is useful to
consider whether position in a particular region or on
the PT plate is linked to error rate. Heterogeneity in
error rate as a function of bead location was found for
insertions and deletions, whatever the PT plate analyzed.
Heterogeneity was observed at both the region and plate
scales. More precisely, error rate variation was mostly
accounted for by the combination of several variables
but, when the distribution of insertion errors fitted a
gradient following the Y-axis in each region (Figure 3
and additional file 4), it was not accounted for by the
variable Dist.region alone. However, the proportion of
the model accounted for by the remaining variables is
small (23.01% + 2.62). Adding the Dist.region to the
model increases explanatory power to 76.99% + 2.62.
The situation was similar for extraction of the signal at
plate level, with Dist.plate increasing the explanatory
power to 77.39% + 2.12. In summary, all regions had
heterogeneous insertion and deletion error rates, but
there were conserved gradients along both the x and y
axes. Inverse physical gradients were observed for inser-
tions and deletions. The covariation of these error types
and sequence length indicates that they are influenced
by a single latent variable (Figure 3).

Conclusions
From statistical inference to technical causes and
perspectives
As detailed in the results and discussion section, error
rate variability is mostly accounted for by the combina-
tion of the seven variables analyzed. However, the het-
erogeneous physical pattern may be partially driven by
the combined influence of the central CCD camera
(edge effect) with chemical flow direction (Y-axis). This
explanation is, however, insufficient in itself to account
for the observed pattern, and other variables clearly
influence error rate. The negative relationship between
insertion and deletion errors is probably related to phy-
sical acquisition issues, but chemistry-related artifacts
probably also have an effect (through the related statisti-
cal variables analyzed), including the CAFIE effect (carry
forward and incomplete extension) in particular. Carry
forward occurs when a trace amount of nucleotide
remains in a well after the apyrase wash, perpetuating
premature nucleotide incorporations for specific
sequence combinations during the next base flow and
contributing to signal ‘noise’. Incomplete extension
occurs when some DNA strands on a bead fail to incor-
porate during the appropriate base flow. The strands
that fail to incorporate must await another flow cycle
for sequencing to continue and are thus incorporated
out-of-phase with the rest of the strands [23].

This study clearly demonstrates that sequencing error
rate, as deciphered here, is a heterogeneous feature in
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454 GS-FLX Titanium pyrosequencing. We cannot
extrapolate the results obtained for other technologies,
such as the GS20 system, to this system, nor is the use
of a single global error rate inappropriate. Our results
provide information about the number of sequences
required to correct for a specific erroneous position,
when detected, but this procedure requires the error
rate to be computed from within the 454 PT plate
regions in which the physical distribution of error rate
is heterogeneous. Internal DNA controls should there-
fore be used when appropriate [7,19,24] (readily avail-
able for amplicon sequencing), together with an error-
corrected base caller [25], and routine procedures taking
error data into account should be defined. When error
rate is not estimated, a large number of potential false-
positive polymorphisms would be expected and only
post-sequencing validation can account for these arti-
facts [26,27]. For the resolution of this issue, the use of
both sequencing primers and deep coverage, combined
with the use of random sequencing priming sites, should
partially compensate for error — even for high error
rates — although it may be more difficult to distinguish
between low-frequency alleles and errors than previously
anticipated.

Methods

Experimental design and reference sequences

We used the six control DNA fragment Type I
sequences (as provided in Roche 454 protocols) as refer-
ence sequences. This made it possible to use a large
number of strictly identical templates to characterize the
sequencing error rate of this technology. The sequences
generated constituted a set of three replicates from
three different runs, making it possible to assess the
quality and accuracy of the 454 GS-FLX Titanium
method. Six references were used, with lengths ranging
from 500 to 592 bp and GC contents from 52.75% to
65.85%; each of these reference sequences contained a
large number of homopolymers (20 to 34), defined as a
succession of three or more identical bases. Homopoly-
mer positions are shown on Figure 1 and in additional
file 2. The reference sequences are provided in addi-
tional file 5.

All reference sequence positions were classified
according to the presence and length of a homopoly-
mer: (i) the first and last bases of a homopolymer
and those within two bases on either side of a homo-
polymer were coded “1”. All the other positions
within the homopolymer were coded “3” to “6” (the
length of the homopolymer). All positions outside
these zones (not influenced by the homopolymer)
were coded “0”.

The dataset consisted of 86,237 sequences, corre-
sponding to 29,100,738 positions. Sequencing was
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carried out at Genoscreen, France. We aimed to identify
factors linked to error rate. For a tractable analysis, we
analyzed a dataset corresponding to all the positions at
which an error was detected, plus a similar number of
error-free positions randomly selected from the whole
original dataset.

Sequencing error analysis

Reads (see additional file 6) were sorted according to
their reference sequences, by BLASTn [28]. Each read
was aligned to its reference sequence, to identify the
positions and the number of sequencing errors. For
optimization of the pairwise alignment parameters, the
total number of errors was counted in a test dataset of
500 kb for a series of gap opening and gap extension
penalties. The final analyses were carried out with Clus-
talW [29], using “1” as the gap opening penalty, and
“10” as the gap extension penalty.

In the analyses, the observation unit was the position
on the 454-generated sequences. These positions were
transformed into the position on the reference
sequence. Insertions are reported with respect to the
position of the base preceding the gaps. For each posi-
tion, a binary variable was defined indicating the pre-
sence or absence of a sequencing error. An error is
defined here as discordance between two homologous
positions: the first in the reference sequence and the
second in the generated sequence. Discordance may
refer to an insertion, a deletion, a nucleotide mismatch
or an ambiguous base call (N) with respect to a non-
available nucleotide determination on the replicate
sequence (according to Huse et al. [10]). We investi-
gated the pattern of 454-error type, focusing on the
following seven factors: (i) Position, position in the
sequence expressed as a proportion of the total length
of the reference sequence (treated as a quantitative
variable); (ii) Segq.type, the different reference
sequences (qualitative variable with 6 settings); (iii)
Homopolymer, type of homopolymer linked to the
position as defined above; (iv) Dist.region, Euclidean
distance between the generated sequence (bead) and
the center of the region on the plate; (v) Dist.plate,
Euclidean distance between the generated sequence
and the center of the plate; (vi) Seq.length, length of
the considered generated sequence (the observed
sequence length results from the GS-FLX quality filter-
ing process); (vii) Region, region of the plate in which
the replicate was observed, region of the considered
replicate.

The R package was used for all statistical tests [30].
The significance of regression coefficients was assessed
by a permutation test with Benjamini-Hochberg correc-
tion, with o = 0.05. As we studied both qualitative and
quantitative variables, we decided to transform the
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qualitative variables. The various possible settings of
each qualitative variable were therefore replaced by a
binary variable (dummy variable).

Let us define as mi the sequencing error rate for the
position i. As this value is supposed to vary as a func-
tion of the factors defined above, we have il = P(Y; = 1/
x') = E(Yi/x";) = m(x;). Y; is the binary variable equal to
1 if an error is present and 0 otherwise. x; is the vector
(%75 %24 ..y X7;) of the explanatory variables. We chose to
model the error rate mi(x’;) with a logistic model [22]:

(X Bxxi)+Bo
* —_
ﬂ(xi ) = 1+ 6(2111"‘“1')*50

Maximum likelihood estimators were considered to
estimate the parameters of the model. Tests of signifi-
cance of the parameters were then carried out with Stu-
dent’s t test. A model was generated for each of the
three plates and for each of the error types (insertion,
deletion, mismatch and N). All the analyses were per-
formed with R (version 2.6.0).

The contribution of a given explanatory variable xi is
assessed as follows. Let us denote by comp.mod the
logistic model including all the variables considered, and
dev(comp.mod), its deviance. Let us define dev(sub.
model) as the deviance associated with the model
including all the variables other than the considered xi.
Then, part(xi) = (dev(sub.mod)- dev(comp.mod))/dev
(comp.mod)) expresses the contribution of xi in addition
to the other variables. We can symmetrically define the
participation of all the variables other than xi: part
(whole\xi) = (dev(xi)-dev(comp.mod))/(dev(comp.mod)).
Hence the deviance of the complete model may be bro-
ken down into the sum of three terms: the first exclu-
sive to xi, the second exclusive to the rest of the
variables and the last expressing the explanation com-
mon to xi and the other variables: 1 = part(xi) + part
(whole\xi) + (1- part(xi) - part(whole\xi)).

Additional material

Additional file 1: Number of sequences to correct erroneous
positions. 1a: this file illustrates the number of sequences necessary to
obtain a majority of correct sequences. The x-axis shows the error rate
and the y-axis shows the number of sequences needed, according to
three possible probabilities: 0.001 0.01 and 0.05. b the x-axis shows the
error rate for a given position (ranging from 0 to 0.5); the y-axis shows
the cumulative proportion of erroneous sequences sampled (ranging
from 0 to 0.5) in the total sample. Sample size varies from 10 to 100, 500
and 1,000 sequences. For a given error rate and a cumulative proportion
of erroneous sequences in the sample of size N, the probability of
observing this combination is indicated in color: green: 1 to 0.95, blue:
0.95 to 0.8, yellow: 0.8 to 0.6, orange: 0.6 to 0.5, red: 0.5 to 04, gray: 0.4
to 0.2 and white: below 0.2. For example, if the error rate is 0.2, the
probability of observing a cumulative proportion of erroneous sequences
in the sample of between 0 and 0.2 ranges between 04 and 0.5 (red
envelope). In this case, the probability of there being 20% erroneous
sequences in the sample is between 0.4 and 0.5. If we consider the same
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error rate (0.2) with 40% erroneous sequences, then the probability
ranges from 0.8 to 0.95 (blue envelope). If N increases, the variance of
the probability envelopes decreases.

Additional file 2: Distribution of errors along the reference
sequences. The blue line represents the proportion of sequences
generated (y-axis) according to the sequence position (x-axis), using data
obtained from the analysis of reference 5 reference sequences (excluding
reference #3, which is displayed in Figure 1). The error rate for each type
of error (insertions, deletions, mismatches and ambiguous base calls) is
presented as a function of the sequence position (x-axis) and specific
position on the y-axis. The position and length of homopolymers for
each base is given on the x-axis to facilitate interpretation (green: A, red:
T, black: G, blue: ).

Additional file 3: Breakdown of error rate variation using all
available variables. For each plate, we used a logistic model to
decipher the role of each selected variable in explaining the variation of
error rate (see materials and methods). The figure is broken down by
error type: a) insertions, b) deletions, ¢) mismatches and d) ambiguous
base calls. We tested the deviance from the complete model by
breaking down the model into the sum of three terms: the first exclusive
to the single effect of the variable considered (in black), the second
exclusive effect of the rest of the variables without the variable of
interest (in gray) and the last expressing the sum of the effects of
interactions between the variable considered and the other variables (in
white). The contribution of each term (the proportion) for a considered
variable can be viewed on the y-axis. Additional file 3 displays the results
for plates #2 and #3 (results from the plate #1 are presented as Figure 2).

Additional file 4: Spatial localization of error rate variation. For each
error type and the sequence length, the x-axis represents the spatial
localization of 454 reads as x-coordinates and the y-axis represents the y-
coordinates on the PT plate. The results presented in this additional data
file 4 correspond to plates #2 and #3. The strips represent the regions.
We display separately the four types of error (insertions, deletions,
mismatches and ambiguous base calls) and the length of the generated
sequences. Colors represent the ranges of error rates from 0 to 1 (or the
length of the sequences from 0 to 500), using a sliding window (see
materials and methods).

Additional file 5: FASTA file of the 6 reference sequences. The six
reference DNA sequences used in this analysis are found in the
corresponding FASTA file. They correspond to the control DNA
fragments of type | provided with 454 GS-FLX Titanium sequencing kits.
As such, the polymorphism displayed by the sequences corresponds
purely to sequencing errors.

Additional file 6: Raw data sequences from 454 GS-FLX Titanium
sequencing. This file contains three archives, including the raw FASTA
files for each sequencing run.
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