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Résumé

La diversité des foraminiféres est trés étudiée car elle permet une compréhension de I'état écologique
des milieux étudiés. Cependant, bien que la diversité dans certaines zones comme les zones intertidales
sont grandes, les études génétiques démontrent des divergences chez certains genres répandus
comme les Ammonia ou les Elphidium. Pour faciliter I'étude de diversité des milieux et 'observation des
nombreuses espéces dans ces milieux, la génétique peut étre une solution adéquate. De nouvelles
techniques font leur apparition comme I'étude de I’ADN environnemental. Cette technique favoriserait
linventorisation des milieux de vie des foraminiféres. Cependant, beaucoup de facteurs sont a prendre
en compte qui pourrait corrompre les données obtenues avec 'ADN environnemental. C’est pourquoi,
une comparaison avec la morphologie observée a la loupe binoculaire permettrait de vérifier les
données obtenues avec ces deux techniques différentes.

Abstract

The diversity of foraminifera is widely studied because it allows an understanding of the ecological state
of the environments studied. However, although the diversity in certain areas such as the intertidal zones
is great, genetic studies show divergences in certain widespread genera such as Ammonia or Elphidium.
To facilitate the study of the diversity of environments and the observation of the many species in these
environments, genetics can be an adequate solution. New techniques are emerging, such as the study
of environmental DNA. This technique would promote the inventorying of the living environments of
foraminifera. However, there are many factors to consider that could corrupt the data obtained with
environmental DNA. This is why a comparison with the morphology observed with a binocular
magnifying glass would make it possible to verify the data obtained with these two different techniques.
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Préambule

Le Laboratoire de Planétologie et Géosciences (LPG) est une unité mixte de recherche
du CNRS qui se découpe sur plusieurs sites dont la faculté des sciences d’Angers. Bien que
plusieurs thémes soient traités par le LPG, seuls deux sont abordés par le LPG sur Angers :
les systémes marins en transition et la planéte Terre. Ce stage s’inscrit dans I'ancien projet de
FORESTAT. Ce projet a pour but d’étudier les milieux intertidaux et de recenser la diversité de
ces milieux chez les foraminiferes. Les échantillons ont été prélevés par Vincent Bouchet en
2015.

Ce stage utilise une technique toujours en développement actuellement. Cette
technique de 'ADNe reste toute nouvelle et doit étre améliorée pour faciliter le travail de
recensement d’individu dans un milieu donné par exemple. Le probléeme de cette technique
reste comme pour beaucoup le manque de moyens matériels et financiers. La visite des
laboratoires de 'INRAE d’Angers l'a trés bien démontrée. Le co(t des machines et des kits
d’extraction ne permet pas une utilisation abondante. L’'amélioration et le développement de
cette technique est donc trés intéressante pour le futur.



1. INTRODUCTION

Les foraminiféres sont des micro-organismes trés utilisés aujourd’hui pour I'étude de
leur milieu de vie. Ces micro-organismes permettent de connaitre I'état ecologique ancien
mais aussi actuel de ces milieux. La diversité et les connaissances écologiques pour chaque
espéce connue sont trés importantes et permettent un apport de connaissance spécifique qui
peut étre utilisé comme marqueur écologique de pollution par exemple. Les zones étudiées
dans ce rapport sont les zones intertidales qui sont trés connues grace a de nombreuses
études ces derniéres années sur le sujet (Fouet et al., 2022 et Murray, J.W., 2006 et Marie, F.,
2022). La difficulté actuelle est la reconnaissance des espéces dun point de vue
morphologique. LADN environnemental (ADNe) est une technique novatrice qui permet de
détecter un grand nombre de séquences ADN dans les sédiments récoltés d’un milieu. Bien
que beaucoup de difficultés sont rencontrées lors des différentes étapes de manipulation, cette
technique peut permettre une grande avancé dans linventaire des milieux de vie des
foraminiféres.

La Manche et la fagcade Atlantique frangaise comme I'ile de Ré et I'lle d’Oléron, sont
tres étudiées. Leur diversité est considérée comme plutdét compléte (Bouchet et al., 2021). Ces
deux zones en France sont donc favorables a l'utilisation et a I'expérimentation de 'ADNe car
il est plus facile de déterminer et d’interpréter les résultats de cette technique nouvelle. Al'aide
de '’ADNe, il peut étre plus facile de découvrir de nouvelles espéces chez certains genres
censés étre connu comme les Ammonia. Certaines études ont présenté la diversité chez les
Ammonia ou les Elphidium et la difficulté de déterminer chaque espéce morphologiquement
mais aussi genetiquement parlant (Bird et al., 2020 et Darling et al., 2016). LADNe est un
grand outil pour observer les diversités de zones connues ou non. Il reste cependant important
de garder une comparaison morphologique pour assimiler si possible des séquences ADNe
nouvelles a des individus observés dans ces milieux (Brinkmann et al., 2023).

Le but de ce stage est d’expérimenter cette technique novatrice, en comparant la
morphologie des foraminiféres retrouvés dans un milieu intertidal avec les séquences ADNe
retrouvées dans ce méme milieu. Les différences observées entre ces deux techniques
d’inventaire et d’'observation de la diversité du milieu, peuvent permettre une amélioration de
la technique d’ADNe mais aussi de découvrir des espéces non-observées a la loupe
binoculaire qui sont pourtant présentes dans le milieu. Les défauts possibles lors des
difféerentes étapes de manipulation pourront eux aussi étre déterminés et améliorés. Pour
faciliter la comparaison, les milieux étudiés seront des milieux dont la diversité est connue
comme la Manche et la fagade Atlantique avec I'lle de Ré et Ille d’Oléron. |l sera plus facile
d’expliquer la présence ou non de certaines espéces de foraminiféres lors de la détection de
séquences ADNe.



2. MATERIELS ET METHODES
2.1 Sites d’échantillonnage

Quatorze échantillons ont été prélevés sur différents sites prés de la Manche et prés
de I'lle de Ré et I'lle d’Oléron (Fig. 1). Ces échantillons ont été colorés au rose bengal
(Schonfeld et al., 2012) qui permet de marquer les cellules vivantes et donc de différencier
plus tard les foraminiféres vivants des morts. La plupart des sites échantillonnés sont des
milieux intertidaux de type vasiére a I'exception du site Rivedoux sable qui est un milieu
sableux. Certains échantillons ont été préservés en milieu humide mais d’autres ont été
asséchés lors de la conservation en laboratoire. L'observation a la loupe binoculaire se fait en
milieu humide ; tous les échantillons ont donc été réhumidifiés. Pour les sites de la Manche,
deux réplicats ont été réalisés ont été examinés, alors qu’un seul I'a été pour la facade
Atlantique.

Manche

Ile de Ré et
d'Oléron

Figure 1 : Localisation des sites de prélévement

2.2 Préparation des échantillons et piquage

Les échantillons subissent plusieurs étapes de préparation avant d’étre observés a la
loupe binoculaire. lls sont d’abord lavés et séparés en plusieurs piluliers pour ne garder que
les sédiments et matiére organique d’une taille de 315um, 100um et 63um (le pilulier de 63um
ne sera pas observé dans notre étude). Le tamis de 100um permet de récupérer plus
d’individus détectés par 'ADNe au contraire du tamis de 125um. Pour certains échantillons
dont le sédiment et la matiére organique sont en nombre, la technique du split est utilisée. Elle
consiste a séparer en fractions notre échantillon. En se basant sur les statistiques, et aprés
avoir obtenu suffisamment d’individus, il est possible d’estimer la population totale de
I'échantillon étudié. Pour d’autres échantillons ou il a été rapidement observé qu’il y avait une
faible présence de matiére organique, la technique du SPT, sodium polytungstate (Parent et
al., 2018), permet de séparer ce peu de matiére organique du surplus de sédiment. Aprés avoir
préparé tous les échantillons, les tailles 315um et 100um sont observées et piquées. Pour les
piluliers obtenus aprées le split, la fraction ou il a été estimé a la loupe binoculaire qu’il y avait
300 individus au minimum, sera la seule observée et piquée. Si ce nombre de 300 n’est pas
atteint, les fractions en dessous sont elles aussi observées et piquées. Le piquage consiste a
ne récupérer que les foraminiféres vivants, donc roses, du reste de I'échantillon. Ces



foraminiféres sont triés, identifiés et comptés pour pouvoir les comparer aux résultats de
'ADNe.

2.3 ADN environnemental (ADNe) et traitements des séquences

Du sédiment est préleve sur les différents sites de la Manche et des iles de Ré et
d’Oléron. Ce sédiment est traité de fagon a récupérer le maximum d’ADNe. Aprés des étapes
d’extraction de 'ADN et de PCR, les fragments d’ADN sont séquencés. Aprés avoir obtenu
des séquences d’ADNe pour chaque site, ces derniéres sont triées et traitées sur le logiciel
Rstudio v4.2.2 puis sont comparées a la base de données génétiques Silva
(Silva_SSU_r138 2019) (Murali et al., 2018) pour obtenir nos ASVs (Amplicon sequence
variant). Un dernier traitement est réalisé sur excel v2304 pour éliminer les ASV contaminés
au-dessus de 10%, dont la séquence est trop courte c’est-a-dire moins de 10 reads, ou qui
n'ont pas de résultat d’identification pour le phylum des foraminiféres. Pour vérifier
l'identification des taxons qui ne sont pas attribués, il est possible de passer I'ASV
correspondant sur le site BLAST pour comparer avec la base de données GenBank et vérifier
la non-correspondance avec un foraminifére.

2.4 Comparaison morphologique et traitement statistique

Les données traitées d’ADNe et les résultats obtenus avec le piquage sont compareés
entre eux en réunissant les individus par ordre. Etant difficile de réaliser une étude quantitative
sur les données d’ADNe, une comparaison semi-quantitative et une comparaison qualitative
seront réalisées entre les données d’ADNe et celles obtenues avec I'observation a la loupe
binoculaire. En effet, les PCR favorisant les amplifications du plus grand nombre de
séquences, les individus peu présents ou aux séquences trop courtes, ne seront pas amplifiés
et ne seront donc pas détectés par cette technique. Le nombre des ASVs obtenus au final
n’est donc pas représentatif quantitativement parlant. |l est quand méme possible de réaliser
une étude semi-quantitative bien que cela ne sera pas la base principale de la conclusion. En
outre, il est tout a fait possible de comparer les deux techniques avec des données qualitatives.
En plus de ces deux comparaisons, un indice de diversité de Simpson (Simpson, E.H., 1949)
est calculé pour les résultats obtenus avec le piquage uniquement, pour chaque site. En effet,
les données NA obtenues avec 'ADNe donneront un résultat inexploitable pour I'indice de
Simpson, car ces données peuvent étre n'importe quel individu. Cet indice permettra pour les
données du piquage de connaitre la dominance ou non d’une espéce, ou si toutes les espéces
sont réparties équitablement.

3. RESULTATS

Lors de la récupération et la coloration des échantillons pour I'étude a la loupe
binoculaire deux réplicats sur deux sites différents, Authie et Estuaire Seine, ont eu un
probléme de coloration. Ces deux réplicats ne seront pas utilisés pour les résultats de cette
étude.

3.1 Comparaison semi-quantitative

Les résultats d’ADNe et de morphologie observée a la loupe binoculaire sont trés
différents. Trois groupes ressortent pour la morphologie de la loupe binoculaire tandis que
quatre sont observés pour 'ADNe. Le groupe des « Tubothalamea » n’est pas présent dans
I'analyse d’ADNe. La comparaison des séquences obtenues avec celles connues dans la base
de données n’est pas encore parfaite ce qui explique I'apparition du groupe « NA » (fig. 3) qui
rassemble toutes les données inconnues. Le groupe le plus présent dans les deux techniques
est celui des « Globothalamea ». A 100% pour 6 sites sur 9 avec la morphologie et proche de



50% ou supérieur pour presque tous les sites avec 'ADNe a

I'exception de Baie des Veys.

L'ordre des Monothalamides est trés présent sur la plupart des sites avec 'ADNe au contraire
de la morphologie ou il n’apparait quasiment pas si ce n’est sur le site Baie des Veys. Enfin le
dernier ordre connu, les Tubothalamea, sont présents dans 3 sites sur 9 pour la morphologie
et n'ont pas été détectés avec 'ADNe. Pour le dernier groupe spécifique a ’ADNe, les données
« NA » prennent une place importante dans le total des ASVs pour chaque site sauf pour
Estuaire Seine et St Vaast. La comparaison quantitative est complexe car elle favorise les
séquences ADN les plus en nombre lors des PCR ou qui ont plus facilement des affinités avec
les amorces. Les résultats au niveau quantitatif sont donc a utiliser avec prudence.

Figure 3 :
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Figure 2 : Nombre d’individus par cm3 regroupés par ordre pour chaque site
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3.2 Comparaison qualitative

Une comparaison est réalisée entre les espéces similaires entre les données d’ADNe
et celles obtenues a la loupe binoculaire. Seules 5 espéces ressortent pour les deux
techniques réunies. A titre de comparaison, il y a en tout 28 espéces différentes observées a
la loupe binoculaire et bien plus détecté par 'ADNe. Haynesina germanica a été détectée sur
les mémes sites pour les deux techniques sauf pour la loupe binoculaire ou cette espéce a été
observée en plus sur le site Estuaire Seine en Manche. Pour Haynesina depressula, le seul
site ou elle a été vue a la loupe binoculaire n’a pas montré de détection d’une séquence ADN
pour '’ADNe. Ensuite, les espéces d Ammonia ont été détectées dans 4 sites sur 9 pour ’ADNe
mais ont été observees sur chaque site pour la morphologie. L'espéce Elphidium williamsoni
présente une présence similaire pour les deux techniques a I'exception du site Ouistreham sur
lequel aucune séquence ADNe n’a été détectée. La derniére espéce, Bolivina variabilis, a été
beaucoup détectée par 'ADNe dans 6 sites sur 9. Cependant, elle n’a été observée que sur 2
sites : Ouistreham et Baie des Veys, a la loupe binoculaire (Annexe 1 et 2).

3.3 Analyse statistique

L'indice de Simpson a été calculé avec les espéces observées a la loupe binoculaire.
Cet indice est calculé pour chaque site (Fig. 4). On observe une dominance claire d’une
espéce pour les sites d’Authie et de Rivedoux vase au vu de leur valeur proche de 0. Pour Les
Traires, la dominance se fait moins forte pour une seule espéce. Pour les six autres sites, il
n’y a ni dominance, ni répartition égale des espéces dans ces milieux car les valeurs de leurs
indices sont proches de 0,5.

Figure 4 : Indices de Simpson calculés pour chaque site

Authie Ouistreham Estuaire Seine 5t Vaast Baie des Veys Daire Rivedoux sable Rivedoux vase Les Traires
0,0906 0,3536 0,6025 0,647 0,7647 0,6585 0,6484 0 0,2816

4. INTERPRETATION

Les espéces des Tubothalamea sont observables en nombre a la loupe binoculaire
mais ne sont pas du tout détectées par 'ADNe. Cela peut étre lié a I'affinité qu’ont ces espéces
avec les amorces PCR mais aussi leur nombre et la facilité ou non de retrouver de leur
séquence ADN dans le milieu. En revanche, certaines espéces comme Bolivina variabilis sont
beaucoup détectées par 'ADNe et ne sont pas observées a la loupe binoculaire. Bien qu'un
tamis de 100um ait été utilisé, les petits foraminiféres peuvent passer dans les mailles du tamis
comme les espéces fines. Il est donc difficile de pouvoir récupérer toutes les espéces méme
avec un tamis de 100pm. Pour la comparaison qualitative, les raisons de la difficulté a retrouver
les especes observées a la loupe binoculaire dans les données d’ADNe sont les mémes que
pour la comparaison quantitative. Cependant, il a été démontré qu'une espéce trés présente
dans un milieu en nombre pouvait plus facilement étre détectée par 'ADNe et ainsi
correspondre a ce qui peut étre observé a la loupe binoculaire comme le montre la présence
d’Haynesina germanica ou de I'Elphidium williamsoni. En revanche pour Ammonia sp., la
détection s’avére étre plus complexe bien qu'il aurait fallu comparer leur nombre sur chaque
site observé a la loupe binoculaire et observé leur détection ou non par 'ADNe.
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ANNEXES

Annexe 1 : Espéces observées a la loupe binoculaire, présentes (1) ou non (0) sur chaque site (la

coloration représente les espéces similaires avec '’ADNe)

Authie Quistreham Estuaire Seine St Vaast Baie des Veys Daire Rivedoux sable Rivedoux vase
Haynesina sp. 0
Haynesina germanica
Haynesina depressula
Haynesina sp. siamoise
Ammonia sp.
Ammonia sp. siamoise
Elphidium sp.
Elphidium sp. siamoise
Elphidium acculatum
Elphidium williamsoni
Elphidium lidoense
Elphidium selseyense
Elphidium gerthi
Elphidium magellanicum
Elphidium margaritaceum
Elphidium oceanense
Elphidium selseyense /
oceanense
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Virgulinella fragilis
Bolivina sp.

Bolivina variabilis
Bolivina dilatata
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Bulimina sp.
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Annexe 2 : Espéces détectées par TADNe avec des reads supérieurs a 99, présentes (1) ou

Les Traires
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Authie  Ouistreham Estuaire Seine StVaast Baie des Veys Daire Rivedoux sable Rivedoux vase
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