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Inventaire des requins autour de La Réunion a
partir d’analyses d’ADN environnemental avec une
approche écosystémique (élasmobranches et
pPOoissoNs 0sseux)

Projet IRRAE

Ce projet s’inscrit dans la continuité de deux projets :

Le projet MAEO (porté par I’association ARBRE) qui vise a développer un observatoire
des élasmobranches dans I’Archipel des Mascareignes, avec comme un des objectifs la
caractérisation morphologique et taxonomique des populations d’élasmobranches
présents dans les eaux réunionnaises et mauriciennes.

Le projet MesoRun (porté par Vie Océane et BIORECIF, avec I'association ARBRE
comme partenaire) dont I'objectif était de faire un inventaire faunistique non exhaustif
sur certains sites situés en zone mésophotique (entre 50 et 150 m de profondeur) sur
les pentes des récifs de La Réunion.

Objectifs de I'étude

L’ADN environnemental (ADNe) est un outil moléculaire permettant I'identification non-
invasive de la présence d’espéces dans leur milieu. En capturant ’ADN des organismes
laissé dans leur environnement, cette étude pilote a ainsi évalué les capacités de ’ADNe
a détecter la présence des espéces d’élasmobranches.

Les objectifs de I’étude, développés au sein de ce rapport, sont multiples :

1)

2)

3)
4)
5)

Comparer les amorces génétiques pour analyser leurs pouvoirs taxonomiques
discriminants et proposer un protocole standardisé afin de détecter les différentes
especes d’élasmobranches dans les eaux réunionnaises.

Etablir les démarches techniques et les rendre accessibles pour prélever les volumes
d’eau de surface marine et sédimentaires nécessaires pour cette détection.

Fournir une cartographie des inventaires taxonomiques.

Saisir les résultats de ces inventaires dans la base de données Borbonica.

Comparer les résultats de détection des especes avec les résultats déja obtenus par
MAEO (UVC et vidéos).

Liens du projet IRRAE :
https://arb-reunion.fr/nos-projets/projet-irrae/
https://www.facebook.com/arbreunion/posts/7973586226017314/
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I.  RESUME DE L’ETUDE

Ce projet est divisé en deux volets (Figure A). Le premier volet, nommé étude pilote, avait
pour objectif d’optimiser une méthode non invasive, reproductible et standardisée pour
effectuer l'inventaire et le suivi des requins autour de La Réunion, en complétant par une
approche écosystémique par I'étude des autres élasmobranches (raies) et des poissons
osseux. Pour cela, nous avons utilisé une méthode génétique, I’ADN environnemental (ADNe),
qui consiste a identifier les especes a partir de leur ADN présent dans I’environnement, sans
observation directe des animaux in-situ. A partir des traces d’ADN contenues dans les
échantillons environnementaux (eaux de surface et dans la colonne d’eau, ainsi que les
sédiments), cette approche innovante a été comparée selon les procédés moléculaires
(métabarcoding et barcoding) pour optimiser la détection des espéces. Cette optimisation a
permis de produire un protocole reproductible et standardisé pour le suivi et la veille
environnementale des requins et des raies autour de La Réunion.

Le second volet de ce projet fourni une premiere représentation par cette technologie de la
présence des requins et des raies autour de |'lle, de mars a novembre 2022. De par |'utilisation
d’amorces génomiques universelles sur les poissons et les élasmobranches, cette étude
apporte des connaissances sur la répartition géographique de ces especes avec I'identification
de 6 espéces de requin et 9 especes de raies (Requin-tigre - Galeocerdo cuvier, Requin
bouledogue - Carcharhinus leucas, Requin dormeur - Centroscymnus owstoni, Requin pointe
blanche - Carcharhinus albimarginatus, Requin sagrin - Loxodon macrorhinus, Requin-marteau
halicorne - Sphyrna lewini, Raie aigle - Aetobatus sp., Raies pastenagues - Dasyatis sp., Raie
pastenagues a taches noires - Taeniurops meyeni nommeée auparavant Taeniura meyeni, Raie
diable - Mobula sp., Petite manta - Mobula thurstoni, Raie grise ou raie fouet - Pateobatis fai,
Raie a museau — Rhinoptera sp., Grande raie-guitare - Rhynchobatus djiddensis, Raie torpille -
Torpedo sp.). De plus, cette étude apporte des connaissances écosystémiques pour entrevoir
le potentiel de cette technologie (ADNe et métabarcoding) sur I’ensemble de I'ichtyofaune.



Figure A. Stratégie d’articulation des deux phases du projet.
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. ETUDE PILOTE — 1°¢ phase
A) Objectifs

L’ADN environnemental (ADNe) est un outil moléculaire permettant I'identification de
la présence d’espéces dans leur milieu, de fagcon non-invasive. L'un des objectifs du premier
volet de ce projet (« étude pilote ») était ainsi de s’appuyer sur les capacités de ’ADNe pour
comparer la présence des espéces par des préléevements sur sédiments et dans les eaux de
surface et de la colonne d’eau. Les comparaisons d'échantillons environnementaux sont
particulierement importantes pour fournir des conseils sur les meilleures pratiques en matiere
de détection des especes, d’autant que certaines études montrent que des plus grandes
richesses d’espéces sont détectées dans les sédiments par rapport a I'eau de surface ou de la
colonne d‘eau (Holman et al. 2019), et que les concentrations en ADN pourraient étre plus
élevées dans les sédiments que dans |’eau (Sakata et al. 2020 ; Turner et al. 2015).

L’objectif de cette étude pilote était ainsi d’évaluer la méthodologie ADNe Ila plus
adaptée, en termes de type d’échantillons et d’amorces, pour détecter les élasmobranches
sur trois stations autour de La Réunion. Dans ce cadre, plusieurs types d’échantillons ont été
testés : sédiments collectés sur les fonds marins, filtrations d’eau a la surface et filtrations
d’eau dans la colonne d’eau. Plusieurs couples d’amorces publiés dans la littérature ont été
évalués : Elas01 (Miya et al. 2015), Elas02 (Taberlet et al. 2018 ; amorces optimisées a partir
de celles de Miya et al. 2015) et Shark-miniCOI (Field et al. 2015 ; Baker et al. 2018). Le
protocole de détection des élasmobranches a été optimisé et rendu public dans ce document.

Deux types de techniques moléculaires ont été utilisées. Une premiere technique, dite
de métabarcoding, permet d’obtenir les séquences ADN présentes dans I’échantillon de
plusieurs espéeces. C’est une approche qui ne cible pas de taxon a priori (approche non ciblée)
et utilise des amorces PCR « universelles ». Les expertises basées sur |'approche «
métabarcoding ADNe » sont notamment utilisées pour le suivi de groupes taxonomiques a
enjeux dans les écosystéemes aquatiques et terrestres. Cette approche multi-spécifique est
basée sur des techniques de taxonomie moléculaire utilisant des couples d’amorces
universelles et des technologies de Séquencage Nouvelle Génération (NGS). Elle permet ainsi
une détection a l'aveugle par caractérisation génétique de I'ensemble des especes d’un
groupe ciblé sur un site étudié. Il était donc indispensable de tester cette méthode d’autant
gu’elle est actuellement la plus rapide et la moins co(iteuse pour évaluer la biodiversité des
systémes écologiques riches en especes difficiles a déterminer ou inconnues. Pour cette
technique, nous avons utilisé trois amorces mitochondriales utilisées dans la
littérature, Shark-miniCOI (COl), Elas01 (12S), et Elas02 (12S), décrites dans la Table 3 de ce
rapport.

Ces amorces sont normalement dédiées pour identifier les especes de requins (Shark-
miniCOl), d’élasmobranches (Elas02) et de poissons (ElasO1 qui est I'équivalent du MiFish).
L’approche par métabarcoding permet également de fournir des inventaires sur d’autres
especes et ainsi d’avoir une vision plus écosystémique pour mieux comprendre |I’habitat. Selon
la publication de Boussarie et al. (2018) (Figure 1), il semblerait que les amorces universelles
(ex. Shark COI-MINIR, FishF) aient des pouvoirs de détections différents selon les espéces
d’élasmobranches. Nous proposons ainsi de rajouter dans la phase 1 du projet, des tests par
barcoding avec de la gPCR (PCR quantitative) pour optimiser les chances de détection



notamment sur les 3 espéces (requin tigre, requin marteau halicorne, et requin nourrice
fauve) non détectées par métabarcoding.
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Figure 1. Figure tirée de Boussarie et al. (2018) montrant la détection des espéces de requins
avec différentes méthodes d'échantillonnage. Diagramme de Venn montrant les especes
détectées par eDNA (n =22 échantillons, S =13 especes), UVC - recensement visuel sous-marin
(n=2758 échantillons, S = 9 especes) et BRUVS - méthodes d'enquéte par station vidéo sous-
marine a distance appatée (n = 385 échantillons, S = 9 especes). Dessins sous autorisation de
M. Dando dans Boussarie et al. (2018).

La seconde technique, dite de qPCR a été utilisée dans cette étude pilote mais nous la
détaillerons dans la seconde phase du projet puisqu’elle a été utilisée lors du design des
amorces spécifiques présentées dans le chapitre Il.

B) Matériel et méthode
Echantillons ADNe

Trois types de préléevements (surface / colonne d’eau / sédiment) sur 3 stations
différentes ont été effectués en faisant 3 réplicas d’échantillon. La table 1 ci-dessous recense
les échantillons qui ont été prélevés ainsi que les informations relatives a chaque prélevement.
Un total de 18 capsules de filtration et cing échantillons de sédiments ont été collectés pour
cette étude pilote.



Table 1. Informations relatives aux échantillons.

Date Lieu Milieu Nom Echantillon Code Code
(profondeur) Echantillon | Echantillon

ARGALY
10/09/20 | Saint Paul - Surface Surface #1 SSP1S1 ARB018
21 Le Sec Surface #2 SSP1S2 ARBO19
Surface #3 SSP1S3 ARBO020
Mi-profondeur Mi-prof #1 SSP1MP1 ARBO09
(30m) Mi-prof #2 SSP1MP2 ARB010
Mi-prof #3 SSP1MP3 ARBO11
Sédiments Sédiments #1 SSP1SED1 ARBO0O4

(61m)
14/09/20 | Saint Leu - Surface Surface #1 PDCS1 ARBO15
21 Pointe des Surface #2 PDCS2 ARBO16
Chateaux Surface #3 PDCS3 ARBO17
Mi-profondeur Mi-prof #1 PDCMP1 ARBO012
(15m) Mi-prof #2 PDCMP2 ARB013
Mi-prof #3 PDCMP3 ARB014
Sédiments Sédiments #1 PDCSED1 ARBOOS5

(34,5m)

01/10/20 | Saint Paul - Surface Surface #1 SSP2S1 ARBO006
21 Le Sec Surface #2 SSP2S2 ARB007
Surface #3 SSP2S3 ARBO08
Mi-profondeur Mi-prof #1 SSP2MP1 ARBO021
(30m) Mi-prof #2 SSP2MP2 ARB022
Mi-prof #3 SSP2MP3 ARBO023
Sédiments Sédiments #1 SSP2SED1 ARBOO1
(60m) Sédiments #2 SSP2SED2 ARB002
Sédiments #3 SSP2SED3 ARBOO3

Les réplicas d’échantillon (3 filtres par site géographique en surface et 3 filtres dans la
colonne d’eau) nous ont permis de déterminer les volumes d’eau a filtrer pour optimiser le
protocole de prélevement. Pour les prélevements d’eau de mer, 30 litres ont été filtrés avec
un systeme de pompe développé par I'équipe de Pierre Taberlet (Université de Grenoble
Alpes) et ARGALY (voir Figure 2). Les filtres utilisés pour filtrer I'eau étaient des filtres Waterra
a 0,45 microns. Pour les prélevements en surface, le filtre a simplement été placé a la surface
de l'eau. Pour les prélevements dans la colonne d’eau, des plongeurs munis d’'une
combinaison, ont fait les prélevements grace a des tubes stérilisés toute une nuit dans 10%

de javel et pouvant s’ouvrir et se fermer rapidement (Figure 2).
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Figure 2. Protocole de filtration en mer a partir d’un filtre Waterra, d’une pompe ARGALY, et
du kit ARGALY comprenant un tuyau, des bouchons bleus pour fermer le filtre, une solution
longmire et une seringue pour mettre la solution dans le filtre (voir Annexe 1 pour le détail du
protocole technique).

Les prélevements de sédiments ont été réalisés par des plongeurs, a I'aide de sachets
plastiques stériles, sur les premiers centimetres de la couche superficielle de substrat (5 points
sur une surface de 1m?). Un minimum de 30 grammes de sédiments a ensuite été transvasé
dans un flacon plastique (500mL) stérile contenant des sachets de silica (kits fournis par
ARGALY). Les flacons ont été conservés au sec jusqu’a leur envoi au laboratoire. La structure
des fonds sur 2 sites a permis de réaliser 1 seul prélevement au lieu de 3 séparés (Figure 3).
Les 18 capsules de filtration et cing échantillons de sédiments ont été envoyés au laboratoire
ARGALY.

Figure 3. Prélevements de sédiments dans les fonds marins, voir la Table 1 pour plus de
précisions.



Echantillons de tissus

Des échantillons de tissus de requin ont été envoyés au laboratoire ARGALY pour servir de
controles positifs pour les manipulations dans le cadre du métabarcoding et détection
spécifique. La table 2 recense les échantillons de tissus.

Table 2. Informations relatives aux échantillons de tissus par les collecteurs et corrigées suite
aux analyses génétiques.

Identification corrigée

Identifiant ARBRE Espéce identifiée par observation apres alignement Identlf!ant
s Echantillon
génétique
002-10102018 Requin marteau halicorne - Sphyrna ARB024
lewini
001-28022020 Requin marteau halicorne - Sphyrna ARBO025
lewini
001-18062021 Requin bouledogue - Carcharhinus ARB026
leucas
001-05072021 Requin bouledogue - Carcharhinus ARB027
leucas
002-22072021 Requin tigre - Galeocerdo cuvier ARBO028
003-11082021 Requin bouledogue - Carcharhinus ARB029
leucas
SL-15092021 Requin marteau halicorne - Sphyrna ARB030
lewini
003-16092021 Requin tigre - Galeocerdo cuvier ARBO031
001-30092021 Requin tigre - Galeocerdo cuvier ARB032
Requin marteau
S. Lewini n°1 Requin marteau halicorne - Sphyrna commun - Sphyrna ARB033
lewini zygaena
S. Lewini n°2 Requin marteau halicorne - Sphyrna ARBO034
lewini
CP000029 2018 Tikehau N. Requin nourrice fauve -
. . . ARBO35
Ferrugineus Nebrius ferrugineus
CP000030 2018 Tikehau N. Requin nourrice fauve -
. . . ARBO036
Ferrugineus Nebrius ferrugineus

Phase laboratoire

1) Extraction d'ADN
L'’ADN des 18 filtrations d’eau a été extrait dans un laboratoire dédié a la manipulation
d’échantillons aquatiques, en suivant le protocole NucleoSpin Soil (Macherey Nagel) avec les
modifications suivantes : les filtres ont d’abord été agités vigoureusement avec un agitateur
mécanique pendant deux minutes afin de permettre aux débris cellulaires d’étre remis en
suspension dans le tampon de conservation. Tous les filtrats ont ensuite été transférés dans
des tubes de 50mL pour étre centrifugés 1h a 12000g. Les culots ont été repris dans du tampon
ATL et de la protéinase K, puis placés 2h a 56°C pour lyser les cellules et débris cellulaires.



L’extraction s’est poursuivie selon le protocole du fabricant. Les extraits d’ADN ainsi obtenus
ont été élués dans un volume final de 100uL de tampon d’élution. L’ADN des cing échantillons
de sédiments a été extrait a I'aide d’'une méthode basée sur I'utilisation de tampon phosphate
(Taberlet et al. 2012) dans un laboratoire réservé a la manipulation d’échantillons de sols et
sédiments.

2) Amplification, purification et séquencage

Des gPCR ‘tests’ ont été effectuées sur plusieurs ADN issus de sédiments et de filtrations et
sélectionnés aléatoirement, afin de déterminer la dilution optimale des ADN et le nombre de
cycles PCR a effectuer pour chaque couple d’amorces (Elas01, Elas02 et Shark-miniCOl). La
table 3 présente les résultats de ces tests. Chaque ADN a ensuite été amplifié en huit réplicas
avec chacune des amorces (Elas01, Elas02 et Shark-miniCOl, Tableau 3). A noter que I'amorce
forward de Shark-miniCOl est un mélange de deux amorces correspondant a des variants de
séquences. Chaque réplica PCR a été identifié de maniére unique par une combinaison de
deux tags de huit bases accolées en 5’ a chaque amorce de PCR. Ces tags servent a assigner
les séquences au réplica correspondant pendant |‘analyse bioinformatique. Apres
amplification, tous les échantillons ont été purifiés avec le kit de purification MinElute (Qiagen
GmbH). La construction des librairies ainsi que le séquencage ont ensuite été effectués par la
société FASTERIS (Genéve, Suisse). Les librairies de séquencage ont été préparées suivant le
protocole Metafast destiné a limiter les artéfacts de séquencage
(https://www.fasteris.com/dna/?q=content/metafast-protocol-amplicon-metagenomic-

analysis). Les librairies de séquencage ont ensuite été séquencées dans plusieurs runs Illlumina
MiSeq avec des lectures paired-end de 2x150bp ou 2x200bp selon les amorces (table 3)

Table 3. Marqueurs étudiés et leurs caractéristiques.

Marqueur
(région Shark-miniCOl (COl) Elas01 (12S) Elas02 (12S)
génétique)
Références Field et al. 2015, Bakker Miya et al. 2015 Taberlet et al. 2018
etal. 2017
Dilution des Sédiments : 1/10 Sédiments : 1/2 Sédiments : 1/5
ADN Filtrations : 1/2 Filtrations : 1/2 Filtrations : 1/2
chocT;Srlf CdRe 35 cycles 40 cycles 40 cycles
TCGACTAATCATAAAGA
Amorce TATCGGCAC /| GTTGGTAAATCTCGTGCCAG | CATAGTGGGGTATCTAATCC
forward TCAACCAACCACAAAGA |C TAGTTTG
CATTGGCAC
Amorce AAGATTACAAAAGCGTG | CATAGTGGGGTATCTAATCC | CATAGTAGGGTATCTAATCC
Reverse GGC TAGTTTG TAGTTTG
Température R R R
d'hybridation >2°C >9°C >9°C
Longueur 127 bp 170-185 bp 170-185 bp
:mzlrlsz: sans Médiane 127 bp Médiane 182bp Médiane 182bp
Type de run MiseqV2 2*150 MiseqV2 2*200 MiseqV2 2*200




3) Contréles qualité

Différents contrOles réalisés a chaque étape du protocole permettent de détecter les
éventuelles contaminations pour une meilleure interprétation des résultats. Pour chaque
réplica PCR, nous avons réalisé deux controles négatifs d’extraction, un contrdle négatif PCR,
un controdle positif et huit controles bioinformatiques. Le contréle positif est un mélange des
ADN des échantillons ARB024, ARB033 et ARBO035, dilués au 1/10°™, et correspondant aux
especes de requins Sphyrna lewini et Nebrius ferrugineus. 1l est a noter que ces ADN ont été
sélectionnés avant d’obtenir I'information sur la correspondance des especes. Le succes des
amplifications et des purifications a été vérifié sur gel d’agarose a 2% (E-Gel Power Snap,
Invitrogen®).

Analyses bioinformatiques

1) Analyses des séquences

Les données brutes issues du séquencage ont été analysées avec la suite de programmes
OBITools (Boyer et al. 2016) spécialement dédiée au traitement de données de
métabarcoding. Pour chaque marqueur, les séquences paired-end ont d’abord été assemblées
avec le programme illuminapairedend, et seules les séquences avec un score d’alignement
supérieur a 40 ont été conservées. Ce score correspond a un chevauchement exact de 10
bases. Les séquences alignées ont ensuite été assignées au réplica PCR correspondant a l'aide
du programme ngsfilter, en autorisant deux mismatchs au plus par amorce PCR, et aucun
mismatch sur les tags. Les séquences ont été dérépliquées grace a obiunig, puis celles
contenant des nucléotides indéterminés, celles dont la longueur n’appartenait pas a
I'intervalle attendu ([120-140bp] pour Shark-MiniCOl et [170-185bp] pour Elas01 et Elas02) et
celles observées une seule fois dans le jeu de données ont été éliminées. Sur les séquences
restantes, un clustering a 97% a été réalisé a I'aide du programme SumaClust (Mercier et al.
2013) afin d’obtenir des Molecular Operational Taxonomic Units (MOTUs). La séquence la plus
abondante au sein d’un cluster a été choisie comme représentante du cluster. Seuls les
MOTUs observés au moins dix fois dans au moins un réplica PCR ont été conservés pour le
reste des analyses. Le programme ecotag de OBITools a été utilisé pour procéder a
I’assignation taxonomique des MOTUs. Ce programme compare chaque MOTU a une base de
référence de séquences de metabarcodes complets construite a partir de la base de
séquences publiques EMBL (version 143) grace au programme ecoPCR (Ficetola et al. 2010).
Plus spécifiquement, ecoPCR effectue une PCR in silico sur les séquences d’'EMBL a I'aide des
amorces associées au marqueur d’intérét, et en autorisant au plus trois mismatchs par
amorce. Les séquences obtenues ont ensuite été filtrées pour ne conserver que les séquences
possédant une assignation a la famille, au genre et a I'espéce.

2) Filtration bioinformatique des données
Apreés assignation taxonomique, un filtrage supplémentaire des données a été conduit dans R
(R Core Team 2020) avec le package metabaR (Zinger et al. 2021), afin d’éliminer les séquences
artéfactuelles ou contaminantes fréquentes dans les jeux de données de métabarcoding, et
qui peuvent biaiser les conclusions écologiques basées sur de telles données (Calderdn-Sanou
et al. 2020). Plus spécifiqguement, nous avons exclu des trois jeux de données (1) les MOTUs
avec une faible identité de séquence maximale avec la base de référence (< 90%), car ce sont
vraisemblablement des chiméres de séquence ; (2) les MOTUs dont la fréguence est maximale
dans au moins un réplica de PCR contréle (méthode « max » de la fonction contaslayer), car



ce sont des contaminants externes; et (3) au sein d’un réplica PCR, les MOTUs avec une
fréquence relative <0.03% (fonction tagjumslayer), car ce sont vraisemblablement des
artéfacts générés au moment de la fabrication de la librairie de séquencgage (i.e. « tag
jumps »). Les réplicas PCR présentant moins de 1000 séquences ont été éliminés, et enfin ceux
appartenant au méme échantillon ont été agrégés en utilisant la fonction aggregate_pcrs.
Enfin, les MOTUs présents avec moins de 10 séquences dans un échantillon ont été supprimés.

C) Résultats et discussion
Métabarcoding — étude pilote

Pour chaque marqueur, un tableau de contingence est joint a ce rapport sous forme de
tableau Excel. Ce tableau contient deux pages: une présentant le nombre de séquences
obtenues apres filtration pour chague MOTU et chaque échantillon, et une présentant le
nombre de séquences pour chaque taxon et chaque échantillon. La table 4 résume le nombre
de séquences avant et apres filtrage et le nombre de MOTUs et de taxons différents détectés
par chaque marqueur. Les chiffres apres filtrage incluent également les échantillons que nous
avons utilisés comme controles positifs. Concernant la table 5, elle récapitule le nombre de
séquences apres filtrage et le nombre de MOTUs identifiés pour chaque échantillon pour
chaque jeu de données.

Table 4. Caractéristiques globales des jeux de données.

Nombre de | Nombre de | Nombre de MOTUs | Nombre de taxons
séquences brutes séquences apres
filtrage
Shark-MiniCOl 7149275 2056263 7 4
ElasO1 2641441 872835 32 26
Elas02 3291041 1054189 43 35

Table 5. Caractéristiques des échantillons pour chaque marqueur.

Nombre de | Nombre de | Nombre de | Nombre de | Nombre de | Nombre de
séquences MOTUs séquences MOTUs Elas01 | séquences MOTUs
Shark- Shark- ElasO1 Elas02 Elas02
MiniCOI MiniCOl
ARB00O1 - - - - - -
ARB002 - - - - - -
ARB003 - - - - - -
ARB004 - - - - - -
ARBOO5 - - - - - -
ARB006 - - 1073 28255
ARBOO7 - - 3494 121086 5




ARBO08 - 4925 2 28143 3
ARBO009 - 12403 2 31597 4
ARBO10 - 3716 2 7210 3
ARBO11 - 7277 1 2617 1
ARBO012 - 9721 5 51646 7
ARBO013 - 15728 1 71049 6
ARBO14 - 13876 1 29645 2
ARBO15 - 13297 4 143160 10
ARBO16 - 353301 2 50492 1
ARBO17 - 2890 3 27814 12
ARBO18 - 2627 3 148398 3
ARBO19 - - - 10425 1
ARB020 - 1214 2 8322 2
ARBO021 - 75598 3 34377 3
ARBO022 - 16911 1 21262 2
ARB023 - 66845 4 101619 2
CPOSO1 2056263 267939 8 137072 6

Nous observons que les échantillons ARBOO1 a ARBOO5 ne contiennent pas d’ADNe détectable
par les trois marqueurs. Il s’agit d’échantillons de sédiments, ce qui indique que les sédiments
anoxigues ne sont pas une matrice appropriée pour la détection des élasmobranches, et qu’il
faut plut6t favoriser la filtration d’eau autour de La Réunion.

Le marqueur Shark-MiniCOIl ne détecte aucun organisme dans les échantillons d’eau. Seul le
contréle positif contient des séquences de requin. Ce marqueur ne parait donc pas adapté a
une utilisation pour des échantillons environnementaux.

La plupart des organismes détectées par les paires d’amorces ElasO1 et Elas02 dans les
échantillons ADNe ne sont pas des élasmobranches, c’est-a-dire les organismes cibles de ces
deux marqueurs et aucun requin n’est détecté dans les échantillons d’eau quel que soit le
marqueur utilisé. Cependant, 'ADN de requins est bien présent dans les contréles positifs.
Etant donné que Elas01 et Elas02 détectent des raies et des cétacées (comme la baleine 3
bosse), nous en déduisons que les requins n’étaient pas présents dans les zones étudiées lors
de la campagne terrain.

Le marqueur Elas02 semble détecter plus de MOTUs et taxa que le marqueur Elas01 (résultats
que nous avons confirmés lors de la deuxieme phase du projet). Les taxa détectés par ces deux
marqueurs sont majoritairement identiques mais Elas01 détecte quatre taxa non détectés par
Elas02 et inversement, Elas02 détecte 12 taxa non détectés par Elas01 (Table 5 ; Figures 4, 5,
et 6). Il est a noter également que I'échantillon ARB019 est amplifié par Elas02 (détection
d’ADN de baleine a bosse) mais pas Elas01. Ces différents éléments nous permettent de
recommander |'utilisation de Elas02.

En ce qui concerne le choix de la profondeur des filtrations, les taxons détectés different
généralement entre les filtrations de surface et celles de la colonne d’eau, sauf dans certains
cas. Nous émettons donc I’hypothése que I’ADN n’est pas réparti de fagon homogene dans la
colonne d’eau mais plutot présent tres localement selon la présence récente des espéces et



leur habitat. Il est a noter par exemple qu’un taxon n’est parfois détecté que dans un ou deux
réplicas sur trois. Les résultats présentés dans les Figures 4A (ElasO1) et 4B (Elas02)
différenciant la surface de la colonne d’eau montrent que I'échantillonnage est
complémentaire (surface et colonne d’eau) plus particulierement avec Elas02. La stratégie de
filtration pour la suite de ce projet a été défini selon ces résultats ainsi qu’en fonction des
recommandations trouvées dans la publication de Budd et al. (2021) soit une quantité d’eau
a filtrer de 100 litres. Cela signifie qu’a la place de faire 30 litres en surface et 30 litres dans la
colonne d’eau, nous avons filtré 50 litres en surface et 50 litres dans la colonne d’eau.

Dans les controles positifs, Shark-MiniCOI n’identifie pas I'espéce Nebrius ferrugineus, ce qui
confirme que ce marqueur n’est pas adapté pour ce projet. Les trois marqueurs (Elas01,
Elas02, et Shark-MiniCOl) identifient deux especes de Sphyrna : Sphyrna lewini et Sphyrna
zygaena, alors que les tissus utilisés pour ce genre dans le controle positif étaient identifiés
comme appartenant a 'espece Sphyrna lewini seulement. Il est donc probable qu’il y ait eu
une erreur d’identification sur un des tissus fournis (échantillon ARB024 ou ARB033) (voir la
Table 2). Grace a la qPCR, nous avons pu confirmer que c’est I’ADN ARB033 qui avait été mal
identifié, c’est-a-dire qui correspond a du Sphyrna zygaena plutot que du S. lewini.

Cartographie

Ce chapitre présente les cartographies des résultats de détection des espéces par Elas0O1 et
Elas02 proportionnelle au nombre de séquences par échantillons. Les résultats entre les eaux
de surface et de la colonne d’eau pour le méme échantillon (c’est-a-dire prélevés au méme
moment sur le méme site) présentent des différences particulierement avec |'utilisation
d’Elas02 (Figure 4). La détection de raies est cohérente entre les deux types d’amorces (Elas01
et Elas02). Les cétacés sont plus détectés avec Elas02 (Figure 4). La détection des poissons
osseux est importantes pour les deux types d’amorces (Figures 5 et 6).

A) Amorces Elas01 - Etude pilote B) Amorces Elas02 - Etude pilote

Résultats de 'amorce Elas 01 e / Résultats de I'amorce Elas 02 o 4
o >

fone fonet
- Nombre de séquences identifiées - i ~ - Nombre de séquences identifiées - Clone dm

4 v

N/

-\’
:

AONe3D " 0Nz
Coonne deau [ Colonne deau

Type de séquence Type de séquence

\\7\‘ isson g W Foisson
N actinoptérygien \\ actinoptérygien
@ i L B
\\(‘ B Cétacé \> B citact
!’ ‘!
Colonne deau \ Colonne deas \’\
5 (données) O (fond) \'\ . . 5 Sources  ARBRE (données) OSM (ond) \\\ . - o
N.B: Plus de raies détectées avec ElasO1 Surface et colonne d’eau sont complémentaires

Figure 4. Pour chaque localisation géographique, deux préléevements (surface et colonne
d’eau) ont été réalisés avec 1 filtre de capture d’ADNe pour 30 litres d’eau. Chaque point
comprend ainsi 2 camemberts dont les couleurs correspondent aux différents taxons
(poissons osseux — rose ; raie — vert ; cétacé — bleu).
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Résultats de I'amorce Elas 01
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Figure 5. Résultats de la détection des especes avec les amorces ElasO1 a partir des
échantillons d’eau de mer (30 litres) prélevés en surface et dans la colonne d’eau.
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Figure 6. Résultats de la détection des especes avec les amorces Elas02 a partir des
échantillons d’eau de mer (30 litres) prélevés en surface et dans la colonne d’eau.
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Comparaison avec les résultats du programme MesoMay

La détection des élasmobranches a partir des échantillons du programme MesoRun n’a pas
fonctionnée. Nous soupgonnons une dégradation de I'’ADN lors des processus de
décongélation et préservation car les concentrations d’ADN étaient faibles alors que les
analyses ADNe de MesoRun avec le MiFish lors des premieres manipulations moléculaires de
métabarcoding avaient été concluantes. La plateforme qui s’en est occupée (NatureMetrics)
n’a pas pu nous donner d’explication concluante. Ainsi, nous avons comparéles résultats du
programme IRRAE avec ceux du programme MesoMay. Nous disposions de 10 échantillons,
dont la concentration d’ADN n’avait pas bougée. Le programme MesoMay porté par Vie
Océane et BIORECIF sur Mayotte, avec I'association ARBRE comme partenaire, avait le méme
objectif que le programme MesoRun, c’est-a-dire réaliser un inventaire faunistique non
exhaustif sur certains sites situés en zone mésophotique (entre 50 et 150 m de profondeur)
mais autour de Mayotte.

Les résultats sur le marqueur MiFish (équivalent Elas01) montrent une détection d’'une grande
guantité d’especes de poissons, ce qui est cohérent avec les analyses a La Réunion (Figure 7).
Les amorces Elas02 détectent 3 espéces de requins et 3 espéces de raies dans 7 échantillons
(Figure 8). Pour finir, les amorces Shark-miniCOIl détectent moins d’espéces de requins ce qui
est cohérent avec les résultats autour de La Réunion (Figure 9). Selon ces résultats et nous le
verrons par la suite avec la phase 2 sur I'inventaire, les amorces Elas02 sont a privilégier.
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Figure 7. Proportion des espéces détectées par les amorces MiFish a Mayotte au sein du projet
MesoMay.
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Figure 8. Proportion des especes détectées par les amorces Elas02 a Mayotte au sein du projet
MesoMay.
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Figure 9. Proportion des especes détectées par les amorces Shark-miniCOl a Mayotte au sein
du projet MesoMay.
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1. INVENTAIRE — 2¢™ phase
A) Obijectifs

Pour cet inventaire, deux types de techniques moléculaires ont été utilisées. La
premiere technique, dite de métabarcoding est détaillée dans le chapitre Il. La seconde
technique, dite de qPCR passe seulement par une phase d’amplification de I’ADN en utilisant
des amorces PCR spécifiques a une ou plusieurs especes (approche ciblée). Pour tester cette
technique, nous avons ciblé 4 espéces de requins et 2 especes de raies choisies selon leur
statut défini sur la liste rouge des especes menacées établie par 'UICN (Union Internationale
pour la Conservation de la Nature), potentiellement identifiables en des lieux bien précis, et
contenant les 3 espéces de requins non détectées par métabarcoding dans une précédente
étude (Figure 1) :

- Galeocerdo cuvier (requin tigre).

- Sphyrna lewini (requin marteau halicorne).

- Nebrius ferrugineus (requin nourrice fauve).

- Carcharhinus leucas (requin bouledogue).

- Rhynchobatus djiddensis (raie guitare géante).
- Taeniura meyeni (raie pastenague tachetée).

Vingt et une stations ont été échantillonnées durant 3 campagnes entre mars 2022 et
novembre 2022 (Figure 10).
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Figure 10. Stations de prélevements comprenant 21 localisations géographiques autour de
I'tle de La Réunion (sud-ouest de I'océan Indien).
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B) Matériel et Méthode

Dans notre cas, suite a des recherches bibliographiques, nous avons pu découvrir des amorces
gPCR pour le requin bouledogue (Drymon et al. 2020), le requin tigre (Nielsen et al. 2017) et
le requin marteau halicorne (Budd et al. 2021). En revanche, les amorces gPCR des autres
espéces n’ont pas été trouvées. Nous avons ainsi réalisé une optimisation des marqueurs pour
les 3 premieres especes et un design d’amorces pour les 3 autres especes.

B.1. Echantillons

La table 6 ci-dessous recense les échantillons d’ADNe (100 litres d’eau de mer filtrés) qui ont
été prélevés ainsi que les informations relatives a chaque prélevement. Les dosages effectués
sur les ADN extraits sont également indiqués sur cette table (a noter que certains extraits ne
contenaient pas assez d’ADN pour que leur concentration soit mesurée).

Table 6. Informations relatives aux échantillons de filtrations d’eau (ADNe) prélevés autour de I'lle de
La Réunion.

Id ARGALY IDARBRE | DCsage ADN Date Lieu
(ng/pL)

ARBB037 ARB-037 17.5 11/3/2022 Anse des Cascades
ARBB038 ARB-038 24.6 11/3/2022 Port de Sainte Rose
ARBBO039 ARB-039 6.84 15/3/2022 Saint Benoit
ARBB040 ARB-040 44 15/3/2022 Sainte Marie
ARBB041 ARB-041 29.2 15/3/2022 Saint Denis
ARBB042 ARB-042 32.8 16/3/2022 Etang du Gol
ARBB043 ARB-043 30.6 16/3/2022 Etang salé
ARBB044 ARB-044 28 16/3/2022 Pointe au sel
ARBBO045 ARB-045 36.8 16/3/2022 Sec a zitte
ARBB046 ARB-046 42.6 16/3/2022 Riviere des Galets
ARBB047 ARB-047 16.8 17/3/2022 Sec Saint Paul
ARBB048 ARB-048 58 17/3/2022 Passe Ermitage
ARBB049 ARB-049 69.6 17/3/2022 Roches Noires
ARBBO050 ARB-050 66.4 17/3/2022 Baie Saint Paul
ARBBO051 ARB-051 42 17/3/2022 Port Est
ARBBO052 ARB-052 21.8 18/3/2022 Grands Bois
ARBBO53 ARB-053 74.6 18/3/2022 Large Saint Pierre
ARBB054 ARB-054 30.4 18/3/2022 Ravine Blanche
ARBBO055 ARB-T55 Trop faible 11/5/2022 Marine Vincendo
ARBB056 ARB-056 34.2 11/5/2022 Marine Vincendo
ARBBO057 ARB-T56 Trop faible 14/5/2022 Bassin Manapany
ARBBO058 ARB-T57 Trop faible 14/5/2022 Bassin Manapany
ARBBO059 ARB-057 61.2 14/5/2022 Marine Saint Philippe
ARBBO065 ARB-058 6.34 14/5/2022 Marine Saint Philippe
ARBB066 ARB-059 6.02 1/6/2022 La Tortue Saint Leu
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ARBBO067 ARB-060 6.2 1/6/2022 Passe Ermitage
ARBB068 ARB-061 3.74 1/6/2022 Roches Noires
ARBBO069 ARB-062 4.90 1/6/2022 Roches Noires
ARBB070 ARB-063 6.4 1/6/2022 Barge Saint Paul
ARBBO071 ARB-064 12 1/6/2022 Riviére des Galets
ARBB072 ARB-T65 0.168 03/06/2022 Saint Benoit
ARBBO073 ARB-065 12.9 03/06/2022 Sainte Marie
ARBB074 ARB-T66 Trop faible 03/06/2022 Sainte Marie
ARBBO075 ARB-066 10.2 03/06/2022 Saint Denis
ARBB076 ARB-067 7.56 03/06/2022 Saint Denis
ARBBO77 ARB-T68 Trop faible 03/06/2022 Port Est
ARBB078 ARB-068 7.82 14/06/2022 Sec Saint Paul
ARBBO079 ARB-069 5.18 14/06/2022 Sec Saint Paul
ARBBO080 ARB-070 4.32 14/06/2022 Pointe au sel
ARBBO081 ARB-071 7.04 14/06/2022 Pointe au sel
ARBBO082 ARB-072 13.1 17/06/2022 Etang salé
ARBBO083 ARB-075 6.66 17/06/2022 Etang du Gol
ARBB084 ARB-074 5.78 17/06/2022 Ravine Blanche
ARBBO085 ARB-073 10.2 17/06/2022 Grands Bois
ARBB086 ARB-076 14.7 17/06/2022 Large Saint Pierre
ARBBO087 ARB-077 8.06 06/07/2022 Bassin Manapany
ARBC001 ARB-050 1,69 06/07/2022 Marine Saint Philippe
ARBC002 ARB-78 11,8 26/07/2022 Pointe du Tremblet
ARBCO003 ARB-79 57 02/08/2022 Anse des Cascades
ARBC004 ARB-80 25,2 02/08/2022 Port de Sainte Rose
ARBCO005 ARB-81 20,2 07/09/2022 Etang du Gol
ARBC006 ARB-82 55,8 07/09/2022 Etang salé
ARBC007 ARB-83 214 07/09/2022 Pointe au sel
ARBCO008 ARB-84 56,8 07/09/2022 Sec a zitte
ARBCO009 ARB-85 29,8 09/09/2022 Sec Saint Paul
ARBCO010 ARB-86 68,8 09/09/2022 Baie Saint Paul
ARBCO11 ARB-T86 Trop faible 09/09/2022 Baie Saint Paul
ARBC012 ARB-87 105 09/09/2022 Passe Ermitage
ARBCO13 ARB-88 75,8 09/09/2022 Roches Noires
ARBC014 ARB-89 106 03/11/2022 Bassin Manapany
ARBC015 ARB-T89 Trop faible 03/11/2022 Bassin Manapany
ARBCO16 ARB-90 72,6 03/11/2022 Marine Saint Philippe
ARBCO017 ARB-91 47,4 03/11/2022 Pointe du Tremblet
ARBCO018 ARB-92 121 04/11/2022 Anse des Cascades
ARBC019 ARB-T92 Trop faible 04/11/2022 Anse des Cascades
ARBC020 ARB-93 206 04/11/2022 Port de Sainte Rose
ARBC021 ARB-94 280 04/11/2022 Saint Benoit
ARBCO022 ARB-95 121 04/11/2022 Sainte Marie
ARBCO023 ARB-97 133 16/11/2022 Saint Denis
ARBC024 ARB-98 38 16/1