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> Polymorphisme de taille des ITS

Impact sur les analyses « métabarcoding »
et solutions pour détecter et conserver les
ITS de grande longueur

Maria Bernard, Olivier Rué, Mahendra Mariadassou et Géraldine Pascal
Présentation Lucas Auer
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> Principes du métabarcoding
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> Marqueurs fongiques et ITS

* LADNr 18S est assez peu spécifique (trop peu de variations entres espéeces)

* Les régions inter- sous-unités sont transcrites (Internal Transcribed Spacers) et trés variables

Map of nuclear ribosomal RNA genes and their ITS regions.
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Toju H, Tanabe AS, Yamamoto S, Sato H (2012) High-Coverage ITS Primers for the DNA-Based Identification of Ascomycetes and
Basidiomycetes in Environmental Samples. PLOS ONE 7(7): e40863. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0040863
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pour certains taxons basaux des champignons (dont les Glomeromycotina,
endomycorhiziens symbiotiques fondamentaux dans certains écosystémes)

Nombre de copies de 'opéron tres élevé et trés variable

INRAZ 14 a 1400, médiane 80 pour moyenne 113 estimé sur une centaine d’espéces
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> Séquencage lllumina paired-end

En fin de lecture R1, un cycle de « bridge amplification » a lieu pour synthétiser les séquences « sens reverse » puis

réaliser les cycles de séquencage lecture R2.
On obtient deux lectures de 250 (ou 300 selon les kits de réactif), une par extrémité de la molécule séquencée.
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> Problématique de polymorphisme de longueur

——————————————— Chevauchement complet (amplicon de longueur 250)

Cas idéal, permet d’améliorer la qualité des bases en comparant les lectures

Région hypervariable 16/18S, taxons a ITS courts

Chevauchement partiel (amplicon <480)

— Permet d’augmenter la longueur totale séquencée en

— joignant les extrémités terminales de R1 et R2
Doubles régions hypervariables (V3-V4 16S), ITS moyens

Des lectures non jointives sont dans ces deux cas signes de mauvaise qualité ou d’erreurs

—

e

Pas de chevauchement (amplicon >480)
Pas de possibilité de joindre les lectures R1 et R2 et d’obtenir la séquence complete de la molécule amplifiée
Couples d’amorces mal choisis (régions trop éloignées), ITS de grande longueur
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> Solutions classiques

Exclusion des lectures non jointives

Situation non attendue dans la plupart des pipelines d’analyse : avec des
amorces bien choisies en 165/18S/gyrB/etc cela ne doit pas arriver.

- élimination de la paire de lectures
(Mothur, giime, dada2, ...)

Utilisation d’une seule des deux lectures R1 ou R2

Pour pallier a ce probleme spécifique aux ITS, il est possible de ne conserver
gu’une seule des deux lectures et de se limiter a I'information de 250-300 pb

— élimination d’une lecture

(possible hors usage normal, requiére quelques compétences)

Utilisation de R1 quand R1 et R2 sont non jointives

Intermédiaire entre les deux cas précédents

(proposé par usearch)
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> Solution proposée par FROGS

Si lectures jointives = jointure classique :

—

— |11
e

Si lectures non jointives = jointure artificielle :

e [\ N NN NN N NN NN N NN N 5000000000000

—

Pour les lectures non jointives uniquement, production de séquences
artificiellement combinées avec R1 et R2 reliées par une série de N.
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> Conséquences sur le reste de I'analyse

Habituellement les séquences sont filtrées sur la bonne correspondance entre
les fins de R1 et R2 (qui présentent souvent des baisses de qualité)
- filtre de qualité indirect

—

—

Pas de différence possible entre R1-R2 non jointives ou jointives avec trop d’erreurs

— NNNNNNNNNNNNNNN —

Compensation possible par un filtre ITSx pour éliminer toute séquence qui ne
ressemble pas a une région ITS.
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> Affiliation taxonomique

Base de donnée (DB)
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> Calcul des scores
Cas du % d’identité

* R1/R2 jointives, longueur = 400

O e e e e i %id

* R1/R2 non jointives, longueur du meilleur hit = 500

NNNNNNNNNNNNN

e ok ke s sk sk ok sk s sk ok ok s sk ok ok ok

nombre correspondances

%id = — —
nombre positions alignées

=400 /400 = 100%

* R1/R2 non jointives, longueur du meilleur hit > 500

e 3k 3k 3k ke 3k 3k ok ke ok ok ok ke ok ok ok ok ok

%id = (250+250) / (500+100) 483%

(ex 600)

_IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII] %id = (250+250) / (600+100) 471%

Alignements parfaits mais mauvais scores... (pouvant faire rejeter I'annotation!)

nombre correspondances

%id,
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IR i

%id = (250+250) / (500-100) = 100%
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2 Evaluation — données simulées

Source u n It (génomes incertae ou avec bases ambigués exclus) ( unrt

Sous-échantillonnages de 20, 100 ou 500 séquences
maximisant la dispersion dans 'arbre phylogénétique

Ajout de 15 ITS « longs » (13 ITS1, 2 ITS2)

Extraction (ITSx) des régions ITS1 et ITS2

Simulation des régions amplifiées par les amorces

Simulation (Grinder) de 10 échantillons

de 100 000 lectures R1 et R2 par condition
2 distributions d’abondances, uniforme et loi de puissance
Introduction d’erreurs et de 2% de chimeres.
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> Evaluation — outils comparés

DADA2-se /# J(KBY)
D). YR W A(v1.41.1) pe : paired-end, utilise les lectures R1 et R2 jointives

oY== 3 (giime2-2019.4) se : single-end, utilise uniquement le R1
ojiiy = o A (qiime2-2019.4)
J=e, B2 (usearch11.0.667)

. (v3.2.0)
Tool Reads.processing Clustering.denoising Affiliation Other
FROGS ALL clustering swarm blast & needleall ITSx
giime-se R1 only open reference clustering (OTUs) classifier (sklearn) /
giime-pe merge R1 & R2 open reference clustering (OTUs) classifier (sklearn) /
dada2-se R1 only denoising (ASVs) classifier (RDP)  /
dada2-pe merge R1 & R2 denoising (ASVs) classifier (RDP) /
usearch merge R1 & R2 + R1 only denoising (zOTUs) classifier (sintax) /
INRAZ
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> Evaluation — métriques

Profondeur : nombre de lectures conservées apres les différents filtres
Richesse : nombre d’OTU/clusters/zOTUs/ASV produits

Divergence : distance de Bray-Curtis entre les abondances attendues et observées a un niveau
taxonomique donné

FN : faux négatifs, nombre de taxons attendus et non détectés
FP : faux positifs, nombre de taxons non attendus et détectés
TP : vrais positifs, nombre de taxons attendus et détectés

Précision : L —
" TP+FP
o TP Jeu 35sp — longueurs des séquences :
Sensibilité : TP + FN Marker | | ms1 [ ] ms2
(1 [T EE E W i__iN 1 [
INRA@ 250 500 Lenglh 750 1000 1250
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> Evaluation — 35sp-PowerLaw

Profondeur et richesse
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FROGS et USEARCH conservent quasiment toutes les lectures.
Les autres éliment les lectures non-jointives (pe) mais et parfois beaucoup d’autres (lectures singleton notamment)

H
=]
Un peu plus (FROGS, USEARCH) §**
ou un peu moins (DADA2-se, &
DADA-pe) d’'OTUs gu’attendu Ewm}
sauf pour QIIME qui explose. @
& @ g 5 3 G
INRAZ oo
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> Evaluation — 35sp-PowerLaw

Divergence

Bray-Curtis entre les abondances attendues et observées (a I'espéce)
35sp-ITS1-Powerlaw ITS1

*k k% *kkk *kkk *kkk *k k%
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c ] b
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D40
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=
()]
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|
0- <
DADA2-pe DADA2-se FROGS QIIME-pe QIIME-se USEARCH

tool

Tres forte divergence pour les approches paired-end (due a I'importance des ITS longs dans le jeu de données)
Les approches single-end sont meilleures mais restent avec des divergences significatives.

INRAZ
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False.Negative

> Evaluation — 35sp-PowerlLaw

Faux négatifs — faux positifs — vrais positifs (aVespéce)

KkKK *REK *REK *kkk *kkk Kk kK *hEK KRKK *kk K KREK *REK *RKK KhKK KREK *RkK
3- 35~ ——

tool
I DADA2-pe
T Bl DADA2se
I FROGS
QIIME-pe

30- J

25-

( ]
False.Positive
True.Positive
®

1- = ——— — B QiMEse
5-

I USEARCH
20-

i

A l'espece, FROGS a 0 faux négatifs et positifs pour 35 vrais positifs.
Tous les outils ne trouvent que peu de faux positifs (la richesse élevée de QIIME ne conduit qu’a quelques especes

non attendus - nombreux OTUs pour une seule espece)

DADA2 a un nombre de faux négatifs (especes attendues et non détectées) tres élevé méme en single-end.
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Recall.Rate

> Evaluation — 35sp-PowerlLaw

Sensibilité (« recall rate ») et précision

Sensibilité : —
TP+ FP
1.0- —
—_——
0.9-
tool
I DADA2-pe
0.8~
, , B DADA2se
. 0 FROGS
0.7 - QIIME-pe
B QiIMEse
I USEARCH
0.6-
Ratio entre espéces attendues détectées
et especes détectées + « manquées »
DADA2 a une assez bonne précision mais une faible sensibilité, surtout en paired-end (attendu du fait de la
composition du jeu de données) mais aussi en single-end.
INRAZ
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> Evaluation — 35sp-PowerlLaw

Présence-absence des taxons attendus

FROGS trouve les 35 espéces attendues,
avec des abondances correspondant aux
abondances attendues.

Comme attendu, les approches paired-end
ratent la plupart des espéces a ITS longs.
Mises a part celles-ci, tous les outils
reconstituent assez bien les abondances
des espéeces détectées.

DADA2 rate plusieurs especes, dont des
espéces abondantes avec un ITS court.

INRAZ
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DADA2-pe

QIIME-pe
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}

USEARCH
FROGS
EXPECTED
QIIME-se
DADA2-se

=
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s:Octaviania_japonimontana

s:Octaviania_hesperi

s:Aspergillus_brevistipitatus

s:Aspergillus_bicolor

s:Nannizziopsis_chlamydospora

s:Aspergillus_eburneocremeus

s:Epichloe_amarillans

s:Trichoderma_junci

s:Ceramothyrium_carniolicum

s:Trichoderma_pleuroti

s:Exophiala_brunnea

s:Ganoderma_destructans
s:Omphalotus_nidiformis
s:Cyphellophora_europaea
s:Trichoderma_luteocrystallinum
s:Thelephorales_sp
s:Elaphomyces_guangdongensis

s:Lactarius_fulvissimus

species

s:Phyllosticta_neopyrolae
s:Cortinarius_roseobulbus
s:Gomphidius_roseus
s:Phylloporus_dimorphus
s:Phylloporus_brunneiceps
s:Cantharellus_paucifurcatus
s:Rhizopogon_truncatus
s:Cantharellus_cibarius
s:Polychytrium_aggregatum
s:Lindgomyces_ingoldianus
s:Cantharellus_ibityensis
s:Lindgomyces_breviappendiculatus
s:Massaria_ariae
s:Lindgomyces_lemonweirensis
s:Lindgomyces_angustiascus
s:Lindgomyces_apiculatus
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> Evaluation — 35sp-PowerlLaw

Reconstruction des séquences

FROGS retrouve les séquences
exactes de presque toutes les
espéces (notamment grace a
I'utilisation de PEAR pour le
merging)

Les autres outils font largement
moins bien, dont étonnamment
DADA2.

Tres problématique pour I'assignation s:Gomphidius_roseus
taxonomique et si les séquences sont  c.cantharellus cibarius
déposées dans des banques !

INRAZ
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USEARCH
QIIME-pe
DADA2-se
QIIME-se
DADA2-pe

indgomyces_breviappendiculatus
s:Lindgomyces_ingoldianus
s:Lindgomyces_apiculatus
s:Lindgomyces_angustiascus
s:Lindgomyces_lemonweirensis
s:Nannizziopsis_chlamydospora
s:Aspergillus_bicolor
s:Massaria_ariae
s:Ceramothyrium_carniolicum
s:Phyllosticta_neopyrolae
s:Aspergillus_eburneocremeus
s:Trichoderma_luteocrystallinum
s:Aspergillus_brevistipitatus
s:Cyphellophora_europaea
s:Trichoderma_pleuroti
s:Trichoderma_junci
s:Cortinarius_roseobulbus
s:Ganoderma_destructans
s:Epichloe_amarillans
s:Exophiala_brunnea
s:Cortinarius_papaver
s:Cantharellus_paucifurcatus
s:Cantharellus_ibityensis
s:Thelephorales_sp
s:Omphalotus_nidiformis
s:Elaphomyces_guangdongensis
s:Lactarius_fulvissimus

s:Rhizopogon_truncatus ]
s:Phylloporus_dimorphus ‘ |
s:Phylloporus_brunneiceps ]
s:Polychytrium_aggregatum ]

s:Octaviania_japonimontana
s:Octaviania_hesperi

ps
o
o

EXPECTED
FROGS
USEARCH
QIIME-pe
DADA2-se
QIIME-se
DADAZ2-pe

T N ool

Seed sequence

Absent
[ Not well reconstructed
W Perfect

—long
—long
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> Evaluation — 515sp-PowerLaw

Avec une richesse attendue plus forte
et beaucoup d’abondances faibles,
FROGS a des performances plutot
stables (précision et sensibilité
proches de 1).

DADA2 produit des divergences tres
élevées (autant que QIIME-se) liées a
un taux de faux négatifs tres élevé
(sans doute parce qu’il traite les
échantillons indépendamment).

USEARCH présente plutot de bonnes
performances malgré un taux de faux
négatifs assez élevé.
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2 Evaluation — données réelles

Communauté synthétique

Mélange de 40 espéces provenant de produits alimentaires fermentés (projet METABARFOOD)
Séquences référence connues.

Mélanges équimolaires :

- d’ADN génomique

- de produit de PCR

Amplification ITS1 et ITS2, 3 réplicats chacun soit 12 échantillons séquencés en Illlumina MiSeq 2x250.

Marker | | st [ ] s

V'H I_IH'IHH I'I_I|_|—‘|_|I'I|-|ITI B |

100 200 300 400 500
Length
INRAZ
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False.Negative
o
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Metrics at species level
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Precision
o
w
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2 Evaluation — données réelles
Résultats sur PCR — ITS1 : métriques

tool

Bl DADAZ-pe
. DADAZ-se
B0 FROGS
B QIME-pe

M QivEse

B USEARCH

tool

Bl DADA2-pe
. DADAZ-se
I FROGS
BN QIME-pe

B oiMEse

B0 USEARCH

Plusieurs especes non détectées par
FROGS, mais qui a tout de méme les
meilleures performances (et les plus
répétables) par rapport aux autres
solutions.

DADA2 est assez performant également,
avec des précisions et sensibilités
intermédiaires entre FROGS et QIIME /
USEARCH

p. 22



2 Evaluation — données réelles

Résultats sur ADN — ITS1 : abondances

Certaines especes présentent de tres
fortes différences d’abondance avec
I'attendu, similaires quelle que soit la
méthode...

Reflete les biais d’amplification ou de
nombre de copie.

Other

s:Aspergillus candidus
s:Aspergillus ochraceus
s:Candida parapsilosis
s:Candida sake
s:Candida zeylanoides
s:Cladosporium allicinum

s:Cladosporium cladosporioides

s:Cladosporium sphaerospermum

s:Debaryomyces hansenii
s:Eurotium amstelodami
s:Guehomyces pullulans
s:Neosartorya fischeri
s:Penicillium aurantiogriseum
s:Penicillium bialowiezense
s:Penicillium brevicompactum

anicillium camemberti var. camemberti

INRAZ
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s:Penicillium chermesinum

& Penicillium chrysogenum_F7M11

e

Spec

s:Penicillium commune
s:Penicillium crustosum
s:Penicillium dipodomyicola
s:Penicillium expansum
s:Penicillium gladioli
s:Penicillium nalgiovense
s:Penicillium nordicum
s:Penicillium olsonii
s:Penicillium palitans
s:Penicillium salamii
s:Penicillium solitum
s:Penicillium verrucosum
s:Penicillium viridicatum
s:Rhodotorula glutinis
s:Rhodotorula mucilaginosa
s:Sporobolomyces roseus
s:Torulaspora delbrueckii
s:Torulopsis candida
s:Yarrowia alimentaria
s:Yarrowia bubula
s:Yarrowia lipolytica
s:Yarrowia porcina
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EXPECTED

FROGS—

DADA2-se

}—
|

DADA2-pe

USEARCH

QIIME-se

QIIME-pe

EXPECTED

FROGS

DADAZ2-se

DADA2-pe

USEARCH

QIIME-se

QIIME-pe

tool

Abundance Absent

0.3
IO‘Z

0.1
0

tool
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. . :Candid ki
FROGS et DADA2-se sont les outils qui s:Candida zeylanoides
s’en sortent le mieux.

De maniere inattendue, DADA2-pe rate
des séquences par rapport é DADAZ-SE s:Penicillium aurantiogriseum
alors que les longueurs attendues Ne | samembertivar camembort
sont pas tres élevées.

(probables erreurs a I'étape de merging)

> Evaluation — données réelles

Résultats sur PCR — ITS1 : reconstruction des séquences

FROGS

[m]
=
3
L
o
>
w

manhattan distance

DADA2-se

DADA2-pe

QIIME-pe

USEARCH

QIIME-se

-
o
=X

s:Aspergillus candidus
s:Aspergillus ochraceus
s:Candida parapsilosis

s:Cladosporium allicinum
s:Cladosporium cladosporioides
s:Cladosporium sphaerospermum
s:Debaryomyces hansenii
s:Eurotium amstelodami
s:Guehomyces pullulans
s:Neosartorya fischeri

s:Penicillium bialowiezense
s:Penicillium brevicompactum

s:Penicillium chermesinum
Penicillium chrysogenum_F7M11
s:Penicillium commune
s:Penicillium crustosum
s:Penicillium dipodomyicola
s:Penicillium expansum
s:Penicillium gladioli
s:Penicillium nalgiovense
s:Penicillium nordicum
s:Penicillium olsonii
s:Penicillium palitans
s:Penicillium salamii
s:Penicillium solitum
s:Penicillium verrucosum
s:Penicillium viridicatum
s:Rhodotorula glutinis
s:Rhodotorula mucilaginosa
s:Sporobolomyces roseus
s:Torulaspora delbrueckii
s:Torulopsis candida
s:Yarrowia alimentaria
s:Yarrowia bubula
s:Yarrowia lipolytica
s:Yarrowia porcina
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FROGS
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>
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DADA2-se

DADA2-pe

QIIME-pe

USEARCH

QIIME-se

Seed sequence

Absent
" Not well reconstructed
I Perfect

——_—
5]
=X
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> Résumé

Le polymorphisme de longueur des ITS fongiques est un probléme pour les études de
métabarcoding avec les technologies de séquencage actuelles.

—

—

Et utiliser la moitié de I'information fait perdre en spécificité.

FROGS permet de conserver les lectures non jointives et de les annoter avec blastn+ et needleall.

NN N IN NN N NN NN N NN TN 5000000000000

Needleall contre ..’ Base de donnée réduite [ITTTTINNINTN [T
v meilleurs hits blastn+ R1 et R2
v [ANRANNNNNANN] [ AN NNANNRNNRN]
ETTITIIII T
1.0 S—— 1.0 —_—
Cette stratégie permet d’obtenir des —
S L4 7 e . z 0.8+ "
sensibilités et précision de 1 malgré des e tool
. , , \ \ | B0 DADAZ-
proportions élevées d’especes a ITS longs. 5% —— B . - B siciees
?; | § 0.96- BB FROGS
@ 0.7 a | Bl QlIME-pe
= L l =) OIIME-:e
" S8t Li] Bl USEARCH
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