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Résumé 
 
Le projet GENOSOIL a pour objectif principal de développer une méthode de quantification de la 

biodiversité du sol se basant sur une combinaison d’approches de taxonomie moléculaire mettant en 
œuvre le barcode ADN et la métagénomique (barcode environnemental à partir d’échantillons totaux 
d’invertébrés et/ou d’échantillons de sol). La démarche s’appuie sur (1) la constitution de 
bibliothèques de référence de barcodes ADN ainsi que (2) l’utilisation des outils de séquençage de 
nouvelle génération (Roche 454, Illumina MiSeq) pour caractériser les communautés d’invertébrés 
présentes dans des échantillons de sol ou issus d’extraction de faune. L’élaboration et la calibration 
du protocole ont été faites à l’aide d’échantillons d’invertébrés et de sol prélevés dans différents 
gradients environnementaux caractéristiques des écosystèmes du Nord-Ouest de la France. 

Les bibliothèques de référence de barcodes ADN comportent au total, 2338 invertébrés qui ont 
été analysés et conservés dans des collections de référence, représentant quelques 500 espèces ou 
unités taxonomiques opérationnelles moléculaires (MOTUs) réparties dans 21 groupes taxonomiques. 
La couverture taxonomique, bien qu’inégale en fonction des groupes taxonomiques, est très bonne 
pour les groupes clefs tels que les collemboles, les myriapodes ou les araignées, pour lesquels une 
proportion importante des espèces connues de la région Haute Normandie a d’ores et déjà été 
intégrée dans les bases de données ; cette proportion est de 100 % pour le groupe des vers de terre. 

La campagne de prélèvement visant à fournir les échantillons nécessaires au volet 
métagénomique a été réalisée selon deux gradients environnementaux échantillonnés pour un total 
de 54 points de prélèvement. Trois points provenant de trois types d’habitat échantillonnés ont été 
traités avec le protocole mis au point à base de séquençage massif parallèle sur une plateforme 
Roche 454. Il a été possible de caractériser ces trois types d’habitats par la composition de leurs 
communautés d’invertébrés du sol au niveau spécifique, générique familial et ordinal. 

De plus une autre méthode de recouvrement de la diversité des sols à niveau taxonomique 
inférieur (entre Embranchement et Ordre) a été expérimentée avec la recherche de traces d’ADN 
extracellulaires dans 24 échantillons de sols secs. L’application du protocole issu de l’ANR MetaBar a 
permis de recouvrer une partie significative de la diversité des sols. Les rapports de dominance dans 
les proportions relatives de séquences produites indiquent bien une correspondance avec les 
proportions attendues entre grands groupes trophiques. 

 

 

 Mots clés : barcode ADN, biodiversités des sols, invertébrés, métabarcoding, ADN extracellulaire, 
communautés
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1. BIODIVERSITE DES SOLS ET APPROCHE MOLECULAIRE –PRESENTATION 

GENERALE DU PROJET 

 

1.1 Objectif 

Le projet GENOSOIL a pour objectif principal de développer une méthode de caractérisation 
de la biodiversité du sol en s’appuyant sur une combinaison d’approches de taxonomie moléculaire 
basées sur le barcode ADN et le métabarcoding (barcode environnemental à partir d’échantillons 
totaux d’invertébrés et/ou d’échantillons de sol).  

La démarche s’appuie sur (1) la constitution de bibliothèques de référence de barcode ADN 
dans le cadre des campagnes internationales de barcode (projet iBOL- http://ibol.org/) pour une 
sélection de groupes d’invertébrés clefs ; (2) l’élaboration de protocoles d’analyse de l’ADN 
environnemental du sol à l’aide des outils de séquençage de nouvelle génération (Roche 454 et 
Illumina MiSeq). L’élaboration du protocole a été effectuée à l’aide d’échantillons d’invertébrés et de 
sol prélevés dans différents gradients environnementaux caractéristiques des écosystèmes du Nord-
Ouest de la France. 

 

1.2 Sites d’étude 

Conformément aux recommandations du conseil scientifique, le choix des sites a porté sur 
des zones ayant déjà fait l’objet d’études dans le cadre de projets financés par l’ADEME : St Adrien et 
Eawy. Ces deux sites ont été antérieurement étudiés dans le cadre de deux projets financés 
respectivement lors des appels d’offres « Bioindicateurs » (coord. P. Lavelle) et « GESSOL 3 » (coord. 
F. Dubs). Pour la première phase de l’échantillonnage de GENOSOIL, les efforts ont été concentrés 
sur un gradient successionnel composé de 3 stades de végétation calcicole (pelouse ouverte, pelouse 
en cours d’enfrichement et forêt), ainsi que sur un cycle d’exploitation forestière constitué de 3 stades 
de régénération forestière sur sol limoneux acide (hêtraie de 20, 65 et 130 ans). Ce choix permet ainsi 
d’envisager une valorisation des résultats génomiques au travers d’une mise en relation entre la 
biodiversité édaphique, les principaux types de sol et la dynamique de la végétation. 

En complément de ce plan d’échantillonnage et des méthodes prévues, une expérimentation 
de recouvrement de l’ADN extracellulaire (ADN issu de la décomposition des organismes) à partir 
d’échantillons secs de sol a été effectuée sur du matériel prélevé dans une prairie pâturée du lycée 
agricole d’Yvetot lors du projet ANR EDISP (coord. J. Mathieu).  

 

1.3 Analyse paysagère  

La première action a été d’établir la cartographie des gradients paysagers. Afin d’effectuer 
cette tâche, il a été indispensable de cartographier les types d’occupation des sols végétaux. Pour ce 
faire, un corpus de données de photographies aériennes et d’images satellites a été rassemblé pour 
les sites d’Eawy (conservatoire des sites naturels de Haute-Normandie) et de St Adrien (images 
provenant de la banque de données IGN et de SPOT 5). Ce corpus de données cartographiques ainsi 
constitué a permis de suivre la dynamique de l’occupation des sols végétaux entre 1947 et 2009. Pour 
établir ce suivi, des cartes de synthèse des dynamiques végétales ont été mises en place pour 1947, 
1955, 1963, 1973, 1994, 2000, 2003 et 2009. Ces cartes tiennent compte, par exemple, des états de 
surface typiques des zones de prairies, de forêts, de zones humides ou d’espaces végétaux 
anthropisés comme les vergers (Figure 1). 

Les cartes produites ont servi de support à la définition de l’emplacement spatial des points 
d’échantillonnage et à l’élaboration des analyses des gradients paysagers sur lesquels ils se 
positionnent. Pour la campagne de 2011, nous avons ainsi identifié et décrit le gradient de succession 
sur substrat calcaire (site de St Adrien), ainsi que le gradient de maturation d’un peuplement forestier 
(site d’Eawy). D’autres gradients potentiellement utilisables pour la prochaine campagne 
d’échantillonnage ont également été identifiés : un gradient d’intensification agricole entre 1949 et 
2009, un gradient de gestion forestière (diversification du peuplement et longueur de la rotation 
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forestière), et un gradient de fragmentation d’habitat avec une étude du lien entre chaque patch et ses 
voisins et la dynamique de leur relation dans le temps.  

  

Fig. 1 Carte de synthèse des dynamiques de l’occupation des sols en 2009 sur le site de St Adrien. 

Pour chaque stade de gradient, trois parcelles indépendante (réplicats) ont été identifiées, et 3 
points d’échantillonnage ont été positionnés dans chacune d’entre-elles (pseudoréplicats, cf Fig 2, 
plan d’échantillonnage). 

Description formelle des sites d’étude : 

- St Adrien est situé dans une zone de points chauds de biodiversité à l'échelle régionale. Elle 
se caractérise par une dynamique de déprise agricole après abandon de l'élevage ovin et des cultures 
(vigne en particulier) auquel ils étaient consacrés jusqu'aux années 50. Les sols sont des rendzines 
carbonatées. La végétation est une mosaïque de stades successionels comprenant des pelouses 
sèches, des stades pré-forestiers et forestiers. Le site est caractérisé par trois ensembles 
typologiques majeurs d'occupation des sols : les occupations du sol d'origine agricoles, forestières ou 
de zones humides. Les espaces agricoles sont particulièrement marqués par les systèmes prairiaux à 
différents stades de recolonisation par les formations broussailleuses, buissonnantes ou arborées. Il 
est caractérisé par la présence de pelouses calcicoles et plus exceptionnellement de vergers. Les 
espaces forestiers sont majoritairement constitués de végétation arborée décidue à différents stades 
d'âge. Au centre de la forêt de St Adrien, on observe la présence de vastes parcelles de conifères 
constituées de petits arbres et d'arbres de taille moyenne. De nombreuses parcelles de forêt de 
régénération ancienne ou récente, peu à moyennement dense sont observables sur le site 
d'anciennes prairies sur les coteaux. Enfin, les zones humides sont nettement concentrées autour du 
réseau fluvial. 

- Yvetot et Eawy sont deux sites localisés sur les sols limoneux des plateaux de la région 
rouennaise. Le premier site est localisée dans une zone mixte comprenant des prairies permanentes 
et temporaires (élevage laitier et de viande), des cultures annuelles céréalières conventionnelles ou 
sans labour. Le site d'Eawy est principalement constitué de forêts décidues denses de grands arbres 
ou d'anciennes coupes arborées datant de 1947. Certaines parcelles forestières sont marquées par 
des éclaircissements progressifs des massifs, mais cela reste cantonné à quelques secteurs 
marginaux. Sur ce site géré par l’ONF, plusieurs types de gestion sont appliqués : futaie régulière et 
taillis sous futaie de hêtre, chêne et/ou épicéa. 

Carte de synthèse de l’occupation des sols – 2009 

St Adrien 
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1.4 Echantillonnage 

1.4.1 Echantillons d’invertébrés pour les bibliothèques de barcodes ADN 

  
Les bibliothèques de référence ont été assemblées grâce à un échantillonnage massif 

combinant deux approches : 

1 – Un échantillonnage quantitatif, consistant à extraire les invertébrés à partir de volumes ou de 
surfaces de sol connus : par berlèse sur des carottes de 6cm de diamètre et 10cm de profondeur pour 
la mésofaune ; par tri manuel de blocs de sol de 25cm de côté et de 10cm de profondeur pour la 
macrofaune ; par application de 10 litres de formol à 0.4 % sur une surface de 1 m

2
 pour les vers de 

terre. 

2 – Un échantillonnage qualitatif consistant à prospecter systématiquement les microhabitats présents 
dans la zone d’étude. Les récoltes ont été faites à vue sur le terrain mais aussi par extraction de la 
faune au moyen d’appareils de Berlèse. D’autres techniques (fauchage dans la végétation, pièges 
malaises) ont également été utilisées pour échantillonner les adultes de certains groupes d’insectes 
dont les larves se retrouvent fréquemment dans les sols (diptères et coléoptères notamment). 

Ces approches sont complémentaires et permettent d’obtenir la couverture nécessaire à 
l’établissement d’un référentiel exhaustif de la zone d’étude. Ce protocole a été appliqués sur 54 
points dont 27 en milieux prairial et 27 en milieux forestier. Au total 2338 spécimens appartenant à 21 
groupes taxonomiques ont ainsi été échantillonnés et barcodés (Tableau 1). 

 

1.4.2 Echantillons de sol et d’invertébrés pour l’approche environnementale 

 
Le plan d’échantillonnage suivi a été le même que celui proposé dans le projet (Figure 2) : 

pour chaque type d’écosystème (prairie ou forêt), trois répétitions indépendantes ont été choisies, et 
trois pseudoréplicats distants de 20m les uns des autres ont été positionnés. Sur chacun de ces 
points, une série d’échantillons a été prélevée de façon à permettre la collecte des vers de terre, de la 
macrofaune et de la mésofaune. Une carotte de sol supplémentaire a été prélevée en prévision de 
l’analyse environnementale sur la matrice de sol. 

 

Fig. 2 Plan d’échantillonnage des organismes du sol, de la végétation et du sol. La description 
géomorphologique et paysagère a été utilisée pour localiser les écosystèmes cibles (répliqués trois 
fois chacun). Les organismes du sol, la végétation et le sol sont échantillonnés sur trois points 
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d’échantillonnage dans chaque répétition (échantillonnage quantitatif), et sur la surface environnante 
(échantillonnage qualitatif). 

 

L’échantillonnage de la phase 1 du projet a porté sur (1) un gradient successionnel sur 
substrat calcaire comprenant trois stades (pelouse ouverte, pelouse en cours d’enfrichement et forêt 
de 70 ans) et (2) un cycle de régénération forestière comprenant des hêtraies d’âge croissant sur sol 
limoneux de plateau (parcelles de 20, 65 et 130 ans). La méthodologie appliquée est la même que 
celle suivie pour la phase préliminaire (Figure 2). Au total, 24 parcelles et 72 points d’échantillonnages 
ont ainsi été prélevés. 

 

2. RESULTATS DES DIFFERENTES ANALYSES MOLECULAIRES 

 

2.1 Bibliothèque de référence générale 

Ce chapitre présente les résultats concernant le séquençage individuel de spécimens qui ont 
été identifiés morphologiquement. Ceci a permis la constitution de bibliothèques de références qui 
établissent un lien entre la dénomination nomenclaturale taxonomique et la séquence du fragment de 
COI désigné comme barcode universel pour le règne animal. Ce lien permettra d’établir dans les 
parties suivantes du projet une correspondance entre la quantité massive de séquences produite par 
les méthodes de métagénomique et le référentiel taxonomique auquel se rattache tout le corpus de 
connaissances biologiques accumulé jusqu’à nos jours. 

 

2.1.1 Analyses moléculaires 

 
Pour chaque spécimen d’une taille supérieure à 6mm (macrofaune) l’ADN a été extrait à partir 

d’un fragment de muscle ou de patte équivalent à 1mm
2
 de tissus. Pour les animaux dont la taille était 

inférieure à 6mm, la totalité du spécimen a été utilisée pour une extraction d’ADN non-destructive, qui 
a ensuite permis la récupération de leur enveloppe tégumentaire et donc leur examen morphologique 
(Porco et al., 2010). L’extraction d’ADN a été effectuée dans 40ul de tampon de lyse additionné de 
protéinase K à 56°C pendant toute une nuit. Les phases suivantes sont celles de l’extraction 
automatisée d’ADN avec utilisation de plaques filtres de 96 puits publiées par (Ivanova et al., 2006). 
La région barcode standard (5’ du gène mitochondrial COI) a été amplifiée en utilisant les amorces 
universelles LCO1490 - HCO2198 (Folmer et al., 1994). Les extraits n’ayant pas pu être amplifiés 
avec cette première paire d’amorces, l’ont été avec deux autres paires incluant des amorces internes 
(LepF1-MLepR1 - MLepF1-LepR1) (Hajibabaei et al., 2006). Le protocole standard du CCDB 
(Canadian Center for DNA barcoding) (http://www.ccdb.ca/docs/CCDB_Amplification.pdf) a été utilisé 
pour l’amplification, et les produits de cette amplification ont été testés sur E-gel 96 Agarose 2 % 
(Invitrogen). Les amplicons non-purifiés ont été séquencés dans les deux directions en utilisant les 
amorces additionnées d’une queue M13 (M. Hajibabaei et al., 2005). Les produits de séquençage ont 
ensuite été purifiés en utilisant le protocole Agencourt CleanSEQ et analysés sur séquenceur ABI 
3730 (Applied Biosystems). Les séquences ont été assemblées et éditées avec Sequencher 4.5 
(GeneCode Corporation) et alignées avec BIOEDIT version 7.0.5.3 (Hall, 1999). Les séquences sont 
publiquement disponibles sur BOLD (Barcode Of Life Data system) dans le jeu de données 
‘Bibliothèques de référence GENOSOIL -Invertébrés du sol’ [DS-BGENO]. 

 

2.1.2 Résultats 
 

L’obtention de séquences de COI (région barcode) pour un grand nombre d’espèces 
identifiées a permis de constituer des bibliothèques de référence pour les principaux groupes cibles 
retrouvés dans les sols. Certains groupes épigées ont été également échantillonnés (Lépidoptères, 
Diptères, Coléoptères) car leur représentation dans les sols est souvent relative aux stades larvaires, 
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qui sont par ailleurs difficiles voire impossibles à identifier morphologiquement. Incidemment cette 
étude nous a donc permis de caractériser les habitus larvaires de certaines espèces connues 
principalement par la morphologie de l’adulte. 
 

 

 

Table 1 Liste des principaux groupes taxonomiques échantillonnés, effectifs des spécimens barcodés 
pour alimenter les bibliothèques de référence, et nombre d’unités taxonomiques opérationnelles 
moléculaires (MOTUs) pour chacun d’entre eux. 

 

Les 21 groupes ont été échantillonnés à la fois dans les milieux prairiaux et forestiers pour un 
total de 2338 spécimens représentant environ 500 espèces ou unités taxonomiques opérationnelles 
moléculaires (MOTUs) définis par un seuil de variabilité génétique variable d’un groupe taxonomique à 
l’autre (Table 1). L’ensemble des séquences de référence de COI obtenues a été placé dans des 
projets spécifiques sur la plateforme bioinformatique BOLD (jeu de données ‘Bibliothèques de 
référence GENOSOIL -Invertébrés du sol’ [DS-BGENO], Figure 3). Ces bibliothèques qui constituent 
la première étape pour une documentation complète de la biodiversité du sol par le barcode ADN, 
sont en accès libre.  

 

 

Fig. 3 Copie d’écran du projet-container [ESSNO] sur la plateforme BOLD. Ce projet contient les 
séquences de COI obtenues pour les invertébrés autres que les vers de terre, groupe qui dispose de 
son propre container. 

Groupe 
taxonomique 

Effectif # MOTUs 

Diplura 1 1 
Lepidoptera 4 1 
Orthoptera 5 3 
Thysanoptera 5 3 
Psocoptera 6 1 
Pseudoscorpiones 9 3 
Homoptera 16 5 
Enchytraeidae 18 12 
Opiliones 19 4 
Gastropoda 26 10 
Hymenoptera 43 8 
Hemiptera 44 29 
Isopoda 68 4 
Plectidae 68 1 
Myriapoda 92 35 
Coleoptera 153 24 
Diptera 178 49 
Araneae 221 100 
Acarina 225 85 
Collembola 401 80 
Lumbricidae  736 36 
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2.1.3 Discussion 

 
La Figure 4 représente la façon dont les séquences sont traitées dans un premier temps 

(arbre des distances calculées à l’aide de l’indice K2P) pour identifier des unités taxonomiques 
opérationnelles moléculaires (MOTUs) ou encore clusters de barcodes, qui peuvent le cas échéant 
correspondre à des espèces morphologiquement bien identifiées, ou à des espèces cryptiques 
indissociables par leurs habitus. 
 

  
  

 

Fig. 4 Arbre des distances au plus proche voisin (distances du K2P) réalisé sur l’ensemble des 
séquences obtenues pour les bibliothèques de référence. Les couleurs visualisent la position des 
principaux groupes taxonomiques sur l’arbre. 

 

 

Fig. 5 (a) Arbre des distances au plus proche voisin (distances du K2P) réalisé sur les vers de terre, et 
(b) estimations  des richesses régionales à partir d’identifications morphologiques versus moléculaires 
(Decaëns et al., 2013). Chao1 et ACE sont deux estimateurs de richesse basés sur la proportion de 
singletons dans les échantillons. BC = barcode clusters, équivalent à MOTU dans le texte. 

Le nombre de MOTUs observé est ensuite utilisé comme un proxy permettant de réaliser des 
estimations de richesse spécifique pour les différents habitats échantillonnés. L’avantage de cette 
approche par rapport aux estimations classiques basées sur des identifications morphologiques est 
qu’elle permet l’identification, et donc la prise en compte, des juvéniles (Richard et al., 2010) mais 
aussi des spécimens fragmentés au moment de l’échantillonnage (les juvéniles pouvant représenter la 
majorité de l’échantillon dans certaines situations). Elle permet également de différencier les espèces 
cryptiques pour lesquelles les critères morphologiques sont inapplicables (Figure 5). 

5b 5a 
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Si la majorité des espèces déterminées morphologiquement sont retrouvées génétiquement, 
certaines présentent une variabilité intraspécifique très importante comparable à la divergence entre 
espèce (Figures 6 et 7). Ces cas sont attribués à un phénomène de diversité cryptique : une 
morphologie identique pour plusieurs espèces mais une divergence génétique importante relative à 
une isolation reproductive de longue durée. Seule une analyse génétique est capable de distinguer de 
telles espèces.  

 

 

Fig. 6 Exemple de diversité cryptique chez le collembole Tomocerus minor (divergence intraspécifique 
importante, comparable aux distances observées entre espèces). 

 
Fig. 7 L’espèce de vers de terre Aporrectodea caliginosa est en fait constituée de 3 entités génétiques 
distinctes (espèces cryptiques) séparées par des distances génétiques d’ordre spécifique. 

Il faut noter que ces espèces cryptiques sont susceptibles de présenter des caractéristiques 
biologiques et écologiques différentes, ce qui peut impacter directement les disciplines comme 
l’écotoxicologue et l’écologie qui utilisent certaines de ces espèces comme modèles et bioindicateurs. 
Un exemple frappant est donné par le vers de terre de référence Lumbricus terrestris qui s’est 
finalement révélé être un ensemble de deux espèces cryptiques (L. terrestris et L. herculeus) 
présentant des spécificités écologiques sensiblement différentes (James et al., 2010) ainsi que par 
l’espèce de collembole Parisotoma notabilis (Porco et al., 2012) qui est l’une des espèces les plus 
communes dans les relevés de sols Européens. L’étude systématique effectuée au cours de ce projet 
a permis de mettre en lumière d’autres cas de ce type dans divers groupes de la faune du sol qui sont 
en cours de valorisation [cf. paragraphe suivant sur les vers de terre]. 

De plus cette diversité ignorée a conduit, jusqu’à présent, à une sous-estimation quasi 
systématique de la biodiversité globale de certains habitats (Figure 5b). Si un tel biais est attendu 
dans des milieux tropicaux ou des groupes peu explorés, il est plus surprenant de la retrouver dans 
des régions tempérées maintes fois étudiées, et de surcroit pour des groupes emblématiques comme 
les vers de terre. Cet aspect est exploré plus avant pour ce groupe dans le chapitre suivant.  

 

2.2 Le cas des vers de terre – une bibliothèque de référence complète pour la 
Haute Normandie 

Les vers de terre sont considérés comme l’un des groupes les plus importants 
écologiquement chez les invertébrés du sol. Ils représentent une part significative de la biomasse du 
sol, et sont même souvent dominants de ce point de vue (Patrick Lavelle & Spain, 2001). Ils ont été 
classés parmi les ingénieurs écologiques pour leur action sur la structure physique des sols (Jones et 
al., 1994, Lavelle et al., 2006) ; ils sont en effet responsables du mélange des différents horizons 
(bioturbation), apportant ainsi de la matière organique dans les couches profondes (Scheu, 1987). 
Leur activité est aussi liée à la fertilité des sols et la santé des plantes (Makeschin, 1997). Des 
interactions positives et négatives avec d’autres groupes d’invertébrés du sol ont été démontrées 
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(Eisenhauer et al., 2009), ainsi que leur impact au niveau des communautés végétales (Forey et al., 
2011). 

Les Lumbricidae Européens sont sans conteste les vers de terre qui ont été les plus étudiées 
depuis les prémices de la systématique linnéennes, en outre, ils ont fait partie des premiers 
organismes du sol décris par Linné en 1758. Si la plupart de ces espèces ont été décrites depuis 
longtemps, et utilisées en tant qu’hypothèses scientifiques fiables, certaines d’entre elles se sont 
avérées être des complexes d’espèces (A. chlorotica (King et al., 2008); L. terrestris (James et al., 
2010), A. caliginosa (Perez-Losada et al., 2005)). Ces cas de diversité cryptique ont été révélés par 
l’usage en routine des méthodes de taxonomie moléculaire. Il a parfois été suggéré que cette 
occurrence d’entités de niveau spécifique dans les délimitations morphologiques d’une espèce 
pourrait être reliée à des différences en termes de préférences écologiques (James et al., 2010, Porco 
et al., 2013).  

Ces résultats suggèrent la présence de nombreuses d’« espèces chimériques », soit de noms 
d’espèces uniques qui représentent en fait des groupes entiers d’espèces distinctes (Porco et al., 
2012, Decaëns et al., 2013). En conséquence, on peut suspecter que de nombreuses données de la 
littérature ont été faussement accumulées sous un même nom. Cette situation souligne le besoin 
d’établir de façon systématique des bibliothèques de référence moléculaires pour la détection précoce 
de tels cas, de façon à corriger les erreurs accumulées dans la littérature jusqu’à présent.  

Nous présentons ici l’assemblage d’une telle bibliothèque de référence pour une région 
Européenne connue et échantillonnée depuis longtemps pour laquelle 21 espèces ont été recensées 
jusqu’à présent (Bouché, 1972, Decaëns et al., 2008). Cette réalisation, outre l’intérêt scientifique 
général décris ci-dessus, va permettre dans le cadre de l’emploi de méthodes de métabarcoding 
d’établir une sorte de calibrage de la méthode ainsi qu’une comparaison précise de résultats obtenus 
avec les différentes méthodes d’identifications qu’elles soient morphologiques ou moléculaires. 

 

2.2.1 Sites d’étude  

 
Neuf sites ont été échantillonnés, parmi lesquels on retrouve des habitats forestiers et 

prairiaux, dont ceux qui sont ciblés dans les gradients de l’étude Genosoil : (1) St Adrien et Henouville 
qui sont des coteaux calcaires typiques de la vallée de Seine, traditionnellement utilisées et 
entretenues dans le cadre du pâturage ovin, la forêt de coteau de St Adrien a aussi été 
échantillonnée ; (2) le Marais Vernier avec à la fois un habitat forestier et prairial de la plaine 
inondable de la Seine ; (3) la forêt de Eawy qui est la plus importante hêtraie de Haute Normandie 
(gérée par l’ONF) ; (4) le Campus de Mont St Aignan pour les habitats prairie et forêt ayant subis un 
certain niveau d’anthropisation; (5) Lycée agricole d’Yvetot, une pâture intensive typique ; (6) 
Radepont, habitat prairial anthropisé (Table 2). 

      

Localité Type d'habitat N 

Henouville Coteau calcaire 47 
St Adrien  Forêt de plateau 18 

St Adrien  Coteau calcaire 91 

Marais Vernier, réserve des Mannevilles Forêt alluviale 10 
Marais Vernier, réserve des Mannevilles Prairie alluviale 41 

Forêt d`Eawy Forêt de plaine 123 

Mont Saint Aignan, Campus universitaire Pelouse 129 

Mont Saint Aignan, Campus universitaire Forêt 91 
Lycée agricole Yvetot Pâturage 89 

Radepont Prairie 2 
 

Table 2 Effectif échantillonné pour les différentes localités et types d’habitat. 
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2.2.2 Collecte des vers de terre 

 
Comme décris dans la partie 1-4-1, l’échantillonnage des spécimens s’est fait aussi bien de 

façon quantitative (aspersion d’un mètre carré avec une solution de formol à 0.4 %, assorti du tri 
manuel d’un monolithe de 25cm de côté), que de façon qualitative (fouille de sol et de tronc 
ponctuelle). Tous les échantillons ont été préservés au congélateur en éthanol 100 % jusqu’au 
moment du prélèvement de tissu pour extraction d’ADN, ils ont ensuite été mis en collection à 
température ambiante. Les identifications morphologiques ont été effectuées avec la clef de Bouché 
(1972) avec une rectification nomenclaturale (Sims & Gerard, 1985). Au total 561 vers ont été 
sélectionnés pour être barcodés. Les spécimens sont conservés dans les collections du laboratoire 
ECODIV. 

 

2.2.3 Analyses de données 

 

2.2.3.1 Distances moléculaires et délimitation des MOTUs 

 
Les analyses de distances ont été effectuées via le logiciel MEGA5 (Tamura et al., 2011), en 

utilisant l’algorithme de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) avec le modèle utilisant le ‘paramètre 
Kimura-2’ (Kimura, 1980) pour estimer les distances génétiques. La robustesse des nœuds a été 
évaluée par des analyses de bootstrap avec 1000 pseudoréplicats. L’arbre obtenu a été représenté 
avec l’utilitaire en ligne ITOL (Letunic & Bork, 2007). Les Unités Taxonomiques Moléculaires 
Opérationnelles (MOTUs) ont été définies avec le logiciel ‘mothur’ en utilisant la commande ‘Hcluster’ 
avec l’option ‘Furthest neighbor’ (Schloss et al., 2009). 

 

2.2.3.2 Courbes de raréfaction et estimateurs de diversité 

 
Les courbes de raréfactions concernant la diversité spécifique ont été générées avec EcoSim 

7.71 (Gotelli & Entsminger, 2006) avec un intervalle de confiance de 95 %, puis ont été tracées sous 
R 2.15.0 (R Development Core Team, 2012) en utilisant le paquet ‘Plotrix’ (Lemon, 2006). Elles ont 
été calculés séparément pour les MOTUs dans leur ensemble et pour les espèces identifiées 
morphologiquement, en fonction de l’effort d’échantillonnage. De plus, la richesse spécifique maximale 
théorique a été calculé pour chaque catégorie avec les estimateurs de diversités Chao1 et ACE via le 
paquet ‘Vegan’ (Oksanen et al., 2012) dans R 2.15.0. 

 

2.2.4 Résultats  

 
Vingt-deux espèces ont pu être morphologiquement identifiées parmi les 561 spécimens 

analysés. La mise en relation du nombre de MOTUs définies dans le jeu de données avec différentes 
valeurs seuil de distances génétiques utilisées pour les délimiter, montre une forme caractéristique en 
plateau qui représente la stabilisation du nombre de MOTUs autour d’une valeur optimale qui 
correspondrait à un niveau de divergence génétique correspondant à l’espèce biologique (Plaisance 
et al., 2011) (Figure 8). Ce plateau s’étend des valeurs seuils allant de 8 % à 14 %, délimitant 
respectivement 36 à 33 MOTUs. Le calcul des fréquences de distances k2p prises deux à deux ont 
permis de déterminer quelle partie du plateau correspond au ‘barcode gap’ (c’est à dire la séparation 
entre la variation intraspécifique et interspécifique). Cette zone est située entre 8 % et 9 % (Fig. 8). 
Nous avons sélectionné la première valeur de divergence trouvée après la borne supérieure du gap 
dans la distribution des fréquences : 9 %. Appliqué à la totalité du jeu de données, cette valeur seuil a 
permis de recouvrer 36 MOTUs incluant de nombreuses lignées cryptiques pour neuf des espèces 
morphologiques cibles : D. octaedra, E. tetraedra, A. icterica, A. chlorotica, A. rosea, A. caliginosa, L. 
rubellus, L. castaneus et O. tyrtaeum (Figure 9). 

 



GESSOL Rapport final  05/03/2014 

  15 

 

Fig. 8 Désignation de la valeur seuil (Trait pointillé bleu). En rouge l’histogramme des fréquences des 
distances génétiques deux à deux (Axe des ordonnées à gauche). En vert le nombre de MOTUs 
délimitées en fonction des différentes valeurs seuils (Axe des ordonnées à droite). 

Treize de ces MOTUs correspondent bien à des espèces morphologiques. Pour celles-ci, la 
distance intraspécifique maximale varie entre 0 % et 4.6 %, et les valeurs minimales intraspécifiques 
entre 9.2 % et 19.7 % (Table x). Les 23 autres MOTUs sont des lignées discrètes qui apparaissent au 
sein d’espèces nominales pour lesquelles on observe donc des maximums de divergence 
intraspecifique élevés (de 9.2 % à 23.5 %, Table x). Les distances à l’intérieur de ces MOTUs varient 
entre 0 % et 7.65 % alors que les distances entre ces MOTUs vont de 7.7 % jusqu’à 23,5 %. La plus 
faible divergence observée entre MOTUs est celle qui sépare les deux MOTUs pour E. tetraedra. 

 

Fig. 9 Arbre de neighbor joining de distances génétiques k2p avec les 36 MOTUs détectées. Les 
nœuds soutenus par des valeurs de bootstrap ≥ 99 % sont marqués par un astérisque. Les MOTUs 
cryptiques au sein d’une même espèce morphologique sont entourées d’une ellipse verte. 
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Le gain permis par l’utilisation du barcode ADN concernant la diversité du groupe est de 38.8 
%. Si on prend en compte les estimateurs de richesse (ACE et Chao1), ce gain atteint les 45 % avec 
une diversité prédite à 40 MOTUs (Figure 10). 

 

Fig. 10 Courbes d’accumulation et estimateurs de diversité pour les espèces morphologiques 
(Morpho_sp) et les unités taxonomiques opérationnelles moléculaires (MOTUs). 

 

2.2.5 Discussion 

 

2.2.5.1 Barcode ADN – outil d’identification et apport au niveau biodécouverte 

 
La constitution de cette bibliothèque de référence a montré que l’utilisation du barcode ADN 

permet non seulement l’identification précise d’espèces pour les vers de terre, mais aussi d’accéder à 
un niveau d’indentification et de connaissance de la diversité supérieur à celui atteint par des moyens 
d’identification morphologique classique (qui aurait laissé de côté 38.8 % de la diversité du groupe). 
Les distances génétiques mesurées entre et au sein des MOTUs cryptiques détectées pour les 
espèces morphologiques cibles sont comparables à celles que l’on trouve en intra et interspécifique 
pour des espèces morphologiques bien définies. Ceci suggère fortement que ces MOTUs 
représentent en fait des entités de niveau spécifique qui pourront être ultérieurement décrites. 
Certains de ces cas sont déjà documentés (A. chlorotica - King et al. 2008; L. terrestris/L herculeus - 
James et al. 2010, A. caliginosa - Peres-Losada  et al. 2005, A. rosea, L. rubellus - Porco et al. 2013), 
mais d’autres ont été nouvellement détectés par cette étude : A. icterica, D. octaedra, E. tetraedra, L. 
castaneus et O. tyrtaeum. Sur les 22 espèces échantillonnées en Haute Normandie, 9 présentent des 
cas de diversité cryptique. Une extension géographique et/ou une augmentation de l’effort 
d’échantillonnage pourrait permettre de recouvrer plus d’éléments de cette diversité jusque-là ignorée 
au sein d’espèces européennes communes. L’apport en termes de biodécouverte est substantiel pour 
une zone d’étude très connue, en climat tempéré et pour un groupe extrêmement visible et étudié. 
Des découvertes d’une telle amplitude sont d’habitude réservées au milieu tropical. 

Si on utilise le ratio de 38.8 % trouvé dans cette étude entre la diversité attendue d’après les 
espèces décrites d’une part, et la diversité inférée à partir du barcode ADN d’autre part, afin d’établir 
la diversité du groupe à d’autres échelles géographiques, l’augmentation peut être spectaculaire. La 
faune mondiale des vers de terre passerait de 5282 à 7331 espèces. Mais on est très certainement en 
dessous d’une estimation réaliste, car de nombreuses régions du globe sont encore très 
insuffisamment étudiées à l’instar des tropiques. L‘estimation serait plus juste pour l’Europe, qui est 
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une zone ayant globalement subi le même effort d’échantillonnage, on passerait pour celle-ci de 432 
espèces de Lumbricidae à 599. Pour la France, dont l’estimation serait encore plus fiable, on passerait 
de 127 à 176 espèces sur un territoire que les taxonomistes classiques ont déjà échantillonné avec 
soin (cf. échantillonnage Bouché 1972 qui a couvert toute la France avec un maillage assez régulier). 

Un certain nombre des espèces touchées par cette diversité cryptique avaient été décrites 
comme ‘polytypiques’ (comportant un certain nombre de sous-espèces et de variétés) par Bouché en 
1972. Nous avons donc examiné les spécimens issus des différentes MOTUs de façon à pouvoir 
éventuellement les rattacher à certaines de ces variétés ou sous-espèces. Aucun des caractères 
morphologiques examinés ne nous ont permis un tel rattachement à la nomenclature infraspécifique 
de Bouché (1972), confirmant bien le caractère cryptique de cette variation. En revanche, cet examen 
a permis d’observer des tendances assez marquées au niveau de caractères morphométriques 
comme la taille, le poids ou le nombre de segments, comme c’est le cas entre les deux espèces L. 
terrestris et L. herculeus anciennement regroupées sous le nom L. terrestris (James et al. 2010). 

Même si ces tendances comportent des recouvrements importants, elles appuient le degré de 
différentiation génétique détecté. C’est le cas au niveau du poids pour les deux MOTUs L. castaneus 
L1 et L. castaneus L2 ainsi que les trois MOTUs appartenant à A. calliginosa. La MOTU A. calliginosa 
L1 se détache aussi très nettement des 2 autres lignées en ce qui concerne le nombre de segments 
ainsi que la longueur. C’est également le cas de la MOTU A. chlorotica L4 dont les spécimens sont en 
moyenne plus courts (Figure 11). 

 

 

Fig. 11 Mesures morphométriques concernant le poids, la taille et le nombre de segments. Sont 
représentées ici les mesures qui permettent de définir des tendances au sein des groupes de MOTUs. 

 

Ces différences morphométriques, à confirmer sur un échantillonnage plus large, pourraient 
suggérer un type de spéciation par polyploïdisation, un phénomène déjà avéré pour plusieurs des 
espèces chez lesquelles des cas de diversité cryptique ont été détectés (Vlasenko et al., 2011) 
(Vsevolodova-Perel & Bulatova, 2008) et qui pourrait entrainer l’apparition de classes 
morphométriques discrètes de cet ordre.  
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D’autre part, ce travail a été l’occasion de régler le problème de l’espèce Aporrectodea 
tuberculata réputée proche de A. caliginosa : celle-ci s’est avérée n’être qu’un morphotype présent 
dans les populations d’une des MOTUs de A. calliginosa (A. calliginosa L2) au sein de laquelle elle est 
mêlée avec le morphotype A. calliginosa typique paratypica (Fig x).  

 

2.2.5.2 Différences écologiques potentielles 

 
Cette précision accrue apportée au niveau de l’identification, va modifier significativement 

notre vision des communautés d’espèces présentes dans les différents habitats, mais va aussi 
possiblement impacter notre connaissance du fonctionnement de ces mêmes communautés 
d’invertébrés dans la matrice des sols. 

Ces MOTUs cryptiques de niveau spécifique, présentent comme on l’a vu un haut niveau 
d’individualisation génétique et parfois même d’importantes variations phénotypiques, et se doivent 
donc d’être annotées de façon systématique dans la littérature. Cela permettra d’accumuler des 
données sur les propriétés écologiques respectives de ces MOTUs qui resteraient sinon agglomérées 
sous les noms d’« espèces chimères » utilisés jusqu’à présent (Porco et al. 2012, Decaëns et al. 
2013), et pour lesquelles les résultats des nombreux travaux déjà publiés sont donc sujet à caution (L. 
terrestris / L. herculeus : 1153 ; A. chlorotica : 37 ; A. rosea : 31 ; A. caliginosa : 125 ; A. icterica : 8 ; 
D. octaedra : 70 ; E. tetraedra : 31 ; L. castaneus : 11 ; L. rubellus : 203 ; O. tyrtaeum : 10 – Source : 
Web of knowledge Novembre 2013). De manière plus active, une telle annotation systématique de ces 
lignées cryptiques dans les différentes disciplines utilisant ces espèces permettra à des 
expérimentations dont ce sera spécifiquement le but de caractériser les différences biologiques et 
écologiques de ces entités. 

Au niveau des préférences d’habitat, on a déjà détecté des tendances bien marquées chez L. 
terrestris/L. herculeus avec L. herculeus que l’on retrouve plus en milieu boisé alors que L. terrestris 
est majoritairement présent en prairie (James et al. 2010). Mais les préférences d’habitats ne sont pas 
les seuls facteurs indirects à prendre en compte pour mettre en lumière les différences écologiques 
potentielles de ces MOTUs cryptiques. Dans bon nombre de localités, on a retrouvé plusieurs de ces 
lignées cryptiques en sympatrie. Cela renforce l’hypothèse du niveau spécifique de ces entités et 
suggère un évitement compétitif au niveau de l’exploitation de la ressource, même si leur similarité 
morphologique va à rebours des hypothèses émises jusque-là (Decaëns et al., 2011). Cette 
potentielle spécificité trophique met aussi en exergue le besoin urgent de caractérisation et de prise 
en compte de ces MOTUs cryptiques pour la compréhension du fonctionnement des sols. 

 

2.2.5.3 Compilation et homogénéisation avec les jeux de données existants 
 

L’agglomération de cette bibliothèque avec les données issues de la littérature permet déjà 
d’établir une correspondance nomenclaturale entre les études passées et ce travail, et ainsi de mettre 
en évidence d’éventuelles erreurs d’indentification. C’est le cas par exemple avec la séquence 
JN850542.1(numéro d’accession Genbank) tirée du travail par Peres-Losada et al. en 2012 et 
identifiée comme Aporrectodea longa, mais qui tombe dans la MOTU correspondant à A. giardi dans 
notre étude. Ce conflit est certainement dû soit à une erreur d’identification ou à une contamination 
croisée pour ce spécimen. Cet outil permettra donc incidemment la rectification de jeux de données 
moléculaires accumulés jusque-là. 

 

2.2.6 Conclusion 

 
La constitution de bibliothèques de référence exhaustives, qui est un prérequis nécessaire à 

l’application de méthode de métabarcoding, donne un bon exemple de ce que peut concrètement 
apporter cette première phase à elle seule. Elle permet évidement l’identification des spécimens quel 
que soit leur stade de développement (juvéniles ou cocons) ou leur état, mais elle permet également 
de mettre au jour une portion non négligeable de la diversité d’un groupe qu’on pensait jusque-là 
extrêmement bien connue pour la zone d’étude. En plus du bon en avant effectué au niveau de la 
connaissance de la biodiversité pour des groupes pourtant réputés connus, cet outil, utilisé en routine, 
en préalable à toute expérimentation dans différentes disciplines, permettra de recommencer la tâche 
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d’accumulation des données biologiques et écologiques sur chacune entité cryptique qui constituent le 
groupe d’espèces. On retrouvera alors l’utilité initiale du référencement transversal que constituent les 
noms d’espèces dans la littérature scientifique, et incidemment une meilleure compréhension du 
compartiment sol des écosystèmes. 

 

2.3 Séquençage environnemental de l’ADN extracellulaire – Protocole MetaBar 

 
Ce protocole permet de séquencer des fragments d’ADN dit extracellulaires : il s’agit d’ADN 

fragmenté qui n’est pas extrait des tissus des organismes, mais qui est celui directement disséminé 
dans l’environnement après la mort et la décomposition de ceux-ci. Ces ADN extracellulaires sont plus 
fragmentés que ceux que l’on peut trouver dans une cellule encore intacte, c’est pourquoi la taille du 
fragment cible amplifié est peu importante (100pb). Ainsi, ce protocole permet de détecter la présence 
d’un organisme sur un point d’échantillonnage même si aucun de ces représentants vivant n’est 
présent dans l’aliquot de sol prélevé.  

 

2.3.1 Site d’étude 

 
Le site ciblé est une des prairies pâturée de 5 ans d’âge du Lycée agricole d’Yvetot incluse en 

tant que site d’étude dans le projet EDISP (ANR-08-JCJC-0023). La mise en place a consisté en un 
labour profond du sol qui a ensuite été additionné, pour les couches superficielles, de 50 tonnes à 
l’hectare de fumier de vache. La parcelle a ensuite été ensemencée d’ivraie, de trèfle blanc, de 
fétuque élevée et de fléole des prés. Pâturée sur 6 mois par deux à cinq vaches laitières à l’hectare, 
elle reçoit une fertilisation annuelle de 180 kg d’azote par hectare. 

 

2.3.2 Echantillonnage sol  

 
Vingt-quatre carottes de sols ont été prélevées sur la parcelle selon un maillage régulier de 

20m de côté environ (Figure 12). Ces carottes de sol ont été tamisées, homogénéisées et séchées, 
puis conservées 3 ans à sec avant d’être aliquotées pour l’analyse. L’échantillonnage représente un 
aliquot de 5g de sol pour chacune des 24 carottes.  

 

Fig. 12 Réseau des 24 points d’échantillonnage pris sur une des prairies du lycée agricole d’Yvetot. 

2.3.3 Analyse moléculaire 

 
Les détails du protocole ne sont pas disponibles car ils font partie d’un autre projet encore non 

publié (MetaBar – Taberlet et al. en préparation). Nous pouvons néanmoins en décrire le 
principe dans les grandes lignes : l’extraction d’ADN total s’effectue à partir d’aliquots de sol de 1g sur 
les 5g déjà échantillonnés, suit une amplification d’un fragment cible de 100pb du gène nucléaire 18S 
et un séquençage sur une plateforme Illumina MiSeq. 
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2.3.4 Identification des séquences 

 
Après filtrage des séquences trop courtes et chimères, les 100 haplotypes les plus abondants 

ont été comparés aux séquences de 18S correspondantes à la portion amplifiée par le protocole 
MetaBar présentes sur Genbank. L’algorithme utilisé est Megablast (Altschul et al., 1990 ; BLAST+ 
v2.2.26), optimisé pour reconnaitre les séquences hautement similaires. Seuls les niveaux de 
similarité compris entre 99 et 100 % ont été pris en compte pour l’identification. Cela a permis d’établir 
une correspondance au niveau des grands embranchements, classes et ordres.  

 

2.3.5 Résultats/ discussion 

 
La variation du gène nucléaire 18S est moins importante que celle observée pour les gènes 

mitochondriaux utilisés en routine pour le barcode. De ce fait, la portion amplifiée de 100pb ne permet 
pas de capturer une variation correspondant au niveau spécifique. On obtient donc une série 
d’haplotypes pour ce fragment de gène nucléaire. Chacun de ces haplotypes est susceptible 
d’appartenir à un large panel d’espèces. Ces données permettent néanmoins dans un premier temps 
d’obtenir d’importantes informations sur la présence, et à un certain niveau, sur l’abondance des 
grands groupes présents dans les sols (Figure 13, Table 3). 

 

Fig. 13 Proportion des différents groupes taxonomiques détectés en nombre de séquences et 
d’haplotypes produits. 

      

Groupes 
taxonomiques 

Nb 
haplotypes 

Nb 
séquences 

Coleoptera 1 1324 

Mollusca 1 2241 

Myriapoda 1 2247 

Nematoda 1 1421 

Platyhelminthes 1 2126 

Psocoptera 1 1542 

Acari 2 9927 

Collembola 2 3003 

Inconnu 4 7232 

Oligochaeta 7 75781 

Protista 12 23233 

Planta 15 162585 

Fungi 52 350643 
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Table 3 Nombre de séquences et d’haplotypes obtenus par l’analyse pour les différents groupes 
taxonomiques dont les correspondances ont été établies avec les séquences disponibles sur 
Genbank.  

 

Les haplotypes les plus amplifiés sur les 24 échantillons appartiennent aux trois groupes 
attendus comme dominants en termes de biomasse dans les sols hors bactéries : les champignons, 
les plantes et les oligochètes avec respectivement 350 643, 162 585 et 75 781 séquences produites. 
Les champignons et les plantes (représentées par la masse racinaire) sont majoritaires, aussi bien en 
nombre de séquences produites qu’en nombre d’haplotypes, qui à ce niveau-là traduit une 
représentation phylogénétique des groupes assez large si on les considère comme autant de groupes 
d’espèces. Viennent ensuite les protistes et les oligochètes, avec une inversion attendue entre 
nombre d’haplotypes et le nombre de séquences produites qui provient du différentiel de taille et de 
biomasse entre les deux types d’organismes. Puis on retrouve les organismes de la mésofaune et de 
la microfaune qui ont des densités et des biomasses moindres dans les sols comme les Collemboles, 
les acariens et les nématodes. On observe un nombre d’haplotypes similaire pour les acariens et les 
collemboles, mais un nombre de séquences plus important pour les acariens (9927) que pour les 
collemboles (3003), ce qui correspond mieux aux diversités/densité de populations relatives connues 
pour les deux groupes. La faible représentation des prédateurs de la mésofaune et macrofaune 
(Myriapodes Chilopodes et Coléoptères Staphylinidae) est aussi un résultat attendu au niveau de 
l’écologie des réseaux trophiques. L’application d’une technique employant un gène mitochondrial 
permettrait de recouvrer une image plus précise de la diversité de ces groupes en atteignant le niveau 
spécifique. 

Il est intéressant de noter dans tous les échantillons, mais à des intensités différentes en 
nombre de séquences, la présence d’un platyhelminthe qui correspond à 99 % à une séquence de 
Turbellariés. Ce groupe n’est habituellement présent que dans les sols tropicaux, mais plusieurs 
espèces invasives de planaires prédatrices ont été détectées dans de nombreuses régions du globe : 
Platydemus manokwari prédateur d’escargots suspecté d’avoir mis en danger la faune endémique de 
nombreuse îles (Iwai et al., 2010), Bipalium adventitium prédateur sur les vers Lumbricus rubellus et 
Lumbricus terrestris (Fiore et al., 2004), et de nombreux autres cas revus dans Fiore et al. 2004. 
Dernièrement, une attention particulière a été portée à un planaire invasif provenant de Nouvelle 
Zélande, Arthurdendyus triangulatus, qui avait pourtant été détecté en Europe il y a une cinquantaine 
d’années (Royaume unis, Irlande et iles Faeroe). Ce planaire s’est révélé être un prédateur des vers 
de terre, en particulier de l’anécique Lumbricus terrestris, dont il peut significativement réduire la 
biomasse (20 %) (Murchie & Gordon, 2013). La comparaison avec une séquence de 18S déposée sur 
Genbank pour cette espèce a permis d’écarter qu’il s’agissait d’elle, Néanmoins, lors de la 
comparaison de séquences, la similarité à 99 % avec un haplotype de turbellariés pouvant recouvrer 
plusieurs espèces, signale la très possible présence d’au moins une espèce de planaire exotique en 
Haute Normandie qui pourrait potentiellement exercer une pression de prédation sur des espèces de 
vers ou de gastéropodes natifs. Ce résultat donnera lieu à des recherches ciblées qui permettront de 
confirmer ce signalement. 

De plus, même si il existe des biais d'amplification pour les techniques PCR appliquées sur 
les mélanges de plusieurs ADN qui pourraient venir fausser les proportions relatives exprimées pour 
un point (Medinger et al., 2010), ces résultats permettent d'avoir une information sur la composition 
relative des communautés d'invertébrés du sol pour les principaux groupes dominants en chacun des 
points d'échantillonnage (Figure 14). En faveur des résultats obtenus, il est à noter que certaines 
proportions en nombre de séquences correspondent aux quelques ratio connus entre biomasse 
moyenne de certains groupes. C’est le cas entre Protistes et champignons, le ratio rapporté avec une 
dominance de ces derniers atteint un facteur 14 (Gobat et al., 2010); on retrouve au niveau du nombre 
de séquences produites ici ce ratio de même orientation et d’ordre de grandeur similaire avec un 
facteur 15. 
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Fig. 14 Composition relative des communautés pour les 24 points d’échantillonnage. 

 

Ces données permettent la visualisation des proportions de séquences entre les différents 
points d’échantillonnage de la parcelle, et ainsi de cartographier la présence des groupes cibles 
(Figure 15). Ceci permet, dans une certaine mesure, d’inférer leur niveau de densité de population, 
avec encore une fois une réserve quant aux éventuels biais méthodologiques induits par 
l’amplification d’un mélange de plusieurs ADN. On observe, pour les données obtenues, une certaine 
hétérogénéité spatiale selon les groupes, ce qui suggère, pour certains taxa, leurs probables relations 
trophiques. On a par exemple, une correspondance entre la distribution des Platyhelminthes et des 
mollusques qui pourrait être relative, comme évoqué dans le paragraphe précédent, à la prédation de 
planaires invasifs sur la faune locale de gastéropodes. Il faudrait bien sûr pour étayer plus avant cette 
hypothèse un échantillonnage plus large ainsi qu'un niveau d'indentification plus élevé, mais le 
potentiel de l'outil, applicable à des sols secs, est fortement soutenu par ces premiers résultats. Dans 
le même ordre d'idée, on remarquera la distribution extrêmement polarisée de l'haplotype 
correspondant au groupe de Coléoptères de la famille prédatrice des Staphylinidae qui pourrait être 
possiblement liée à la dynamique des populations de proies. On pourrait  penser à des dispositifs 
expérimentaux qui mettraient en évidence la dynamique spatio-temporelle de structuration des 
communautés d'invertébrés du sol à une échelle courte, saisonnière, ou bien longue, pluriannuelle, 
permettant de mesurer, entre autres, l'impact de changements climatiques ou d'usage des sols sur 
l’occupation spatiale par différents groupes. 
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Fig. 15 Distribution spatiale du nombre de séquences selon la grille d’échantillonnage des sols pour 
les groupes taxonomiques détectés. 
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2.3.6 Conclusion 

 
Les résultats obtenus avec ce dispositif expérimental montrent que l’on peut potentiellement 

utiliser des sols secs stockés depuis plusieurs années pour recouvrer des traces d’ADN, permettant 
elles-mêmes de remonter à la composition des communautés. Ces informations permettent de 
spatialiser la diversité des invertébrés, et on peut facilement imaginer un croisement de telles données 
avec des mesures de propriétés physico-chimiques des sols échantillonnés. La confrontation 
systématique des données de communautés avec de nombreux éléments (biotiques et abiotiques) à 
une échelle étendue, permettrait d'émettre de solides hypothèses quant aux facteurs clefs qui 
déterminent leur structuration. Ce type d’approche est particulièrement prometteur si on se place dans 
une optique d’utilisation des échantillons prélevés dans le cadre du Réseau de Mesures de la Qualité 
des Sols. 

Ici, l’essai a été effectué avec un fragment de gène nucléaire dont la variabilité ne permet 
qu’une discrimination au niveau taxonomique de l’embranchement à l’ordre, mais le succès de cette 
démarche permet d’envisager l’application de techniques impliquant des gènes mitochondriaux tel que 
COI (ou 16S – gène utilisé dans le protocole MetaBar en ce qui concerne les vers – Bienert et al. 
2012) pour lesquels nous avons de nombreuses séquences de référence, ou en tout cas les extraits 
d’ADN qui permettraient de les constituer rapidement pour un autre marqueur. L’utilisation de 
marqueurs mitochondriaux rendra possible l’établissement de listes d’espèces, ou du moins 
l’obtention, avec le dénombrement des MOTUs, d’un proxy de la diversité spécifiques dans différents 
groupe cibles dont les bibliothèques de référence n’auront pas été constituées. Le gain pour l’étude de 
l’écologie des communautés d’invertébrés du sol sera alors substantiel. 

 

2.4 Séquençage environnemental de l’ADN intracellulaire 

 

Cette technique met en œuvre l’amplification de fragments du barcode standard COI de taille 
importante (250 et 320 pb). Avec une telle taille de marqueur, on se positionne ici non plus sur les 
fragments d’ADN à l’état libre (extracellulaire) comme dans le protocole précédent, mais sur de l’ADN 
d’animaux pris vivants ou entrés récemment en stade de décomposition dans l’échantillon prélevé. 
L’un des éléments importants à explorer pour ce type d’approche est donc de trouver un volume 
d’échantillonnage suffisant pour une capture représentative de la diversité. L’avantage de cette 
technique est qu’elle repose sur la comparaison avec des bibliothèques de référence déjà constituées 
pour les sites d’étude, et permet donc d’accéder à un niveau d’identification spécifique pour une 
caractérisation précise des communautés d’invertébrés du sol.  

 

2.4.1 Sites d’étude 

 
Un point a été échantillonné par habitat en forêt d’Eawy, ainsi qu’en prairie et en forêt de 

coteau calcaire de St Adrien (description des sites cf. paragraphe 1.3) selon le protocole décris plus 
haut avec trois pseudoréplicats distant de 20m sur chaque point (cf. paragraphe 1.4.2). Chaque 
pseudoréplicat est constitué d’une carotte de sol de 5cm de diamètre sur 10cm de longueur.  

 

2.4.2 Analyse moléculaires 

 
Un sous-échantillon de chaque carotte de sol homogénéisée a été traité avec un kit Power 

Soil DNA isolation (Mobio, USA). L’ADN total de la suspension homogène ainsi obtenue a été extrait 
avec un kit Nucleospin tissue (Macherey-Nagel Inc.) et élué dans 70ul d’eau ultrapure. Deux 
fragments de la région barcode de COI ont été amplifiés avec des réactions PCR en parallèle en 
utilisant deux paires d’amorces ((a) LCO1490_F (Folmer et al 1994) et 250_R (Shokralla et al. 2014 in 
prep.) ; (b) Univ_B_F and Univ_E_R (Mehrdad Hajibabaei et al., 2012)). Un second cycle PCR a 
ensuite été réalisé avec les mêmes amorces additionnées d’amorces de fusion hybrides 454 ainsi que 
des séquences-étiquettes permettant l’identification individuelle d’échantillons. Chaque réaction PCR 
comprenait 2ul d’ADN, 17,5ul d’eau ultrapure, 2,5ul de tampon 10x, 1ul de MgCl2 (50 mM), 0,5 ul de 
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dNTP (10 mM), 0,5ul de chaque amorce forward et reverse (10 mM) et 0,5 ul de polymérase Taq 
Platinum Invitrogen (5 U/ul) dans un volume total de 25 ul. Programme de température PCR : 95˚C - 5 
min.; 15 cycles de 94˚C - 40 sec., 46˚C - 1 min., et 72˚C - 30 sec.; 72˚C - 5 min. Les amplicons ont été 
purifiés sur colonnes de purification MiniElute PCR Qiagen avec un volume d’élution de 50 ul d’eau 
ultrapure. Les amplicons putrifiés de la première PCR ont été utilisés comme matrice de la seconde 
PCR de 30 cycle d’amplification. Les PCR ont été effectuée avec un thermocycleur Eppendorf 
Mastercycler ep gradient S. Chaque stade expérimental comprenait des contrôles négatifs. 

Tous les amplicons ont été purifiés et quantifiés fluorométriquement. Une quantité équimolaire 
d’amplicons tagués ont été séquencés en bidirectionnel avec un séquenceur 454 Genome Sequencer 
FLX System (Roche Diagnostics GmbH) avec le kit GS Titanium. 

 

2.4.3 Analyse de données 

 
Toutes les séquences ont été coupées en 3’, et une limite minimale de score Phred de 20 a 

été appliquée (taille de fenêtre=10, pas d’incrémentation=5) avec PRINSEQ (Schmieder  & Edwards 
2011). Les séquences-étiquettes ont été utilisées pour séparer les séquences issues des différents 
jeux d’amorces. Après que les séquences-étiquettes et celle des amorces ait été enlevées, les 
réplicas de séquences ont été supprimés avec PRINSEQ. Le bruit de fond a été supprimé en 
agglomérant les séquences à 99 % de similarité avec USEARCH (Edgar, 2010).  Les séquences 
chimères ont été éliminées par une recherche de novo avec UCHIME (Edgar et al., 2011). Les 
séquences de moins de 200pb ainsi que les singletons (séquences uniques) ont été exclues. 

Les séquences ont été comparées avec la base de données nucléotides de Genbank (version 
Novembre 2013) et la bibliothèque de référence GENOSOIL grâce à l’algorithme Megablast (Altschul 
et al. 1990 ; BLAST+ v2.2.26). Les 100 premières réponses avec des valeurs de ‘e’ supérieures à 1e-
20 ont été gardées. L’assignation taxonomique a été générée en analysant ces 100 réponses avec 
MEGAN 4.70.4 (Huson et al., 2011). Les paramètres de l’ancêtre commun le plus basal (LCA) ont été 
ajustés pour chaque échantillon et les assignements à l’embranchement, l’ordre, la famille, le genre et 
l’espèce ont été assignés pour chaque séquence. La richesse spécifique et l’indice de Shannon ont 
été calculés avec EstimateS 9.1.0 (Colwell R.K., 2013). Les analyses multivariées ont été conduites 
sous PRIMER v6 (Clarke & Gorley, 2006). 

 

2.4.4 Résultats/discussion 
 

2.4.4.1 Caractérisation des communautés d’invertébrés du sol – Optimisation du protocole 
  

La double comparaison avec la bibliothèque de référence GENOSOIL et les séquences 
présentes pour COI sur Genbank ont permis de détecter une partie de la diversité présente dans les 
carottes de sol prélevées pour les principaux groupes cibles du projet au niveau spécifique (Table 4). 
On observe une dominance marquée du nombre de séquences produites pour les Enchytraeidae 
dans les pseudoréplicats du point réalisé dans la forêt d’Eawy. Dominance retrouvée dans l’un des 
pseudoréplicats de la forêt et de la prairie des deux points échantillonnés sur le coteau calcaire de St 
Adrien pour ces deux habitats. En revanche, peu de séquences de Lumbricidae ont été recouvrées 
sur les différents échantillons : on obtient un signal seulement sur deux des pseudoréplicats de la forêt 
de coteau calcaire avec un seul cas de dominance en abondance de séquence. Ce faible résultat tient 
probablement à la fois (1) au fait que l’on amplifie des fragments d’ADN de taille importante, donc 
issus de tissu relativement frais et (2) à la méthode d’échantillonnage, soit une carotte de sol de 5cm 
de diamètre sur 10cm de profondeur avec laquelle la probabilité d’échantillonner des animaux de taille 
importante est faible. On peut appliquer cette remarque également à de nombreux groupes de la 
macrofaune dont la densité est faible mais qui vont être ponctuellement surreprésentés en terme 
d’abondance de séquences du fait de leur taille et donc de la quantité relative de tissus qu’ils vont 
représenter dans le mélange.   

Si on ne considère seulement les membres de la mésofaune, principalement enchytraeides, 
collemboles et acariens, pour lesquels la méthode d’échantillonnage est plus adaptée, on a une 
dominance globale des enchytraeides dans la majorité des échantillons. Pour les deux groupes 
d’arthropodes principaux dans les sols, on constate une dominance nette de l’abondance des 
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séquences de collemboles sur les acariens dans tous les échantillons, ce qui est l’inverse de ce que 
l’on connait des communautés de la mésofaune dans ces habitats. Cette réponse discordante 
s’explique lorsqu’on analyse les résultats obtenus pour des catégories taxonomiques inférieures avec 
des listes élargies au niveau familles et ordres. Cet élargissement procède de la récupération des 
unités taxonomiques opérationnelles moléculaires (MOTUs) qui ont une identification en deçà de 
l’espèce (Table 5 et 6). On observe alors un renversement de la tendance vue pour les espèces de 
collemboles et d’acarien. Ce renversement est d’autant plus net que le niveau taxonomique est bas 
avec une dominance marquée des acariens rétablie dans la majorité des échantillons, ce qui est plus 
conforme à nos connaissances. Une telle discordance s’explique par l’incomplétude des bibliothèques 
de référence pour le niveau espèce, en particulier pour les acariens dont la majorité n’est pas 
identifiée à l’espèce, que ce soit sur la bibliothèque GENOSOIL ou Genbank. Les acariens étant l’un 
des groupes les plus diversifiés des invertébrés de la faune du sol avec environ 45 000 espèces au 
niveau mondial (contre 8000 pour les Collemboles à titre de comparaison), ils demanderaient un effort 
d’échantillonnage beaucoup plus important au niveau des bibliothèques de référence pour avoir une 
réponse spécifique plus fiable lors de l’analyse des données de séquençage massif parallèle. De ce 
fait, de nombreuses séquences produites, n’étant pas identifiables pour le moment, n’apparaissent 
pas dans les bilans, l’importance de cette catégorie ‘inconnue’ décroissant évidemment avec le niveau 
taxonomique auquel on analyse les données. De façon générale, un effort supplémentaire à ce qui a 
été possible de réaliser dans le cadre de ce projet, permettrait, en ciblant spécifiquement quelques 
groupes importants tels que les acariens, les collemboles, les enchytraeides et les diptères, de 
réaliser des bilans de communautés plus précis, et cela simplement en réanalysant les résultats déjà 
obtenus. 

Ces trois groupes, hors enchytraeides, ressortent de l’étude lorsque l’on analyse l’abondance 
des séquences, avec, dans tous les échantillons, une dominance des collemboles, acariens et 
diptères (présents sous formes larvaires). Ce sont les groupes pour lesquels le type d’échantillonnage 
choisi ici convient le mieux. 

 

Table 4 Liste des espèces détectées dans les différents pseudoréplicats des trois habitats 
échantillonnés. Le nombre de séquences est figuré avec un gradient de couleur en fonction de 
l’abondance recouvrée pour chaque espèce. 

 

1 2 3 1 2 3 1 2 3

Annelida Haplotaxida Enchytraeidae Cognettia cognetti 0 0 0 0 0 0 0 65 0

Enchytraeus bulbosus 0 0 0 0 0 0 2 2 0

norvegicus 24 0 65 24 0 0 0 0 0

Fridericia galba 0 0 4 0 0 0 0 0 0

isseli 25 0 0 25 26 0 0 0 0

magna 0 30 0 0 0 0 0 0 0

Henlea nasuta 0 0 0 0 3 0 0 0 0

perpusilla 0 0 0 0 0 0 225 0 0

Marionina clavata 32 0 0 32 0 0 0 0 0

Oconnorella cambrensis 1260 2034 6806 1260 0 6 0 370 0

Lumbricidae Apporectodea longa 0 0 0 0 61 8 0 0 0

Satchellius mammalis 0 0 0 0 875 0 0 0 0

Arthropoda Collembola Entomobryidae Entomobrya multifasciata 2 2 4 2 0 0 0 0 0

Lepidocyrtus lanuginosus 0 0 0 0 5 0 0 0 6

Orchesella cincta 0 0 18 0 3 0 0 0 0

Hypogastruridae Ceratophysella denticulata 2 0 0 2 0 0 0 0 0

Willemia denisi 0 2 0 0 0 0 0 0 0

Isotomidae Folsomia quadrioculata 2 0 0 2 0 0 0 0 0

Isotomiella minor 12 2 0 12 0 0 0 0 0

Parisotoma notabilis 35 75 0 35 119 41 120 0 0

Araneae Agelenidae Tegenaria agrestis 0 0 2 0 0 0 0 0 0

Dysderidae Dysdera alegranzaensis 0 0 0 0 0 0 2 0 0

Linyphiidae Megalepthyphantes nebulosus 0 0 0 0 0 0 0 0 2

Chilopoda Lithobiidae Lithobius forficatus 0 85 0 0 0 0 0 0 0

Coleoptera Elateridae Agrypnus murinus 0 0 0 0 0 0 0 37 0

Elateridae Athous puncticollis 0 0 0 0 0 0 0 28 0

Nitidulidae Meligethes erysimicola 0 0 2 0 0 0 0 0 0

Diptera Chironomidae Ablabesmyia monilis 0 0 0 0 0 0 2 0 0

Culicidae Anopheles pristinus 2 0 0 2 0 0 0 0 0

Tephritidae Urophora cardui 0 3 0 0 0 0 0 0 0

Geophilomorpha Schendylidae Schendyla nemorensis 0 0 0 0 106 0 0 0 0

Hemiptera Acanthosomatidae Acanthosoma haemorrhoidale 0 0 0 0 0 0 0 0 3

Miridae Apolygus subpulchellus 0 2 0 0 0 0 0 0 0

Hymenoptera Braconidae Charmon extensor 0 0 0 0 0 0 2 0 0

Vespidae Ancistrocerus parietum 0 0 0 0 0 0 17 0 0

Lepidoptera Tortricidae Pandemis cerasana 0 13 0 0 0 0 0 0 0

Orthoptera Acrididae Locusta migratoria 0 0 0 0 0 0 5 0 2

Sarcoptiformes Achipteriidae Achipteria coleoptrata 0 0 2 0 0 0 0 0 0

Camisiidae Platynothrus peltifer 0 6 3 0 20 0 0 0 0

Eremaeidae Eueremaeus oblongus 2 0 0 2 0 0 0 0 0

Hypochthoniidae Hypochthonius rufulus 0 0 0 0 0 0 18 0 0

Nothridae Nothrus silvestris 6 0 0 6 0 0 0 3 0

Scutoverticidae Scutovertex sculptus 5 0 0 5 0 0 0 0 0

EA20 SA70 SABO
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Table 5 Liste des familles détectées dans les différents pseudoréplicats des trois habitats 
échantillonnés. Le nombre de séquences est figuré avec un gradient de couleur en fonction de 
l’abondance recouvrée pour chaque famille. 

 

EA20 SA70 SABO

1 2 3 1 2 3 1 2 3

Annelida Haplotaxida Enchytraeidae 1838 3374 6926 0 545 2561 1117 456 902

Lumbricidae 2 3 16 91 1005 8 2 465 122

Arthropoda Araneae Agelenidae 0 0 2 0 0 0 0 0 0

Araenidae 3 0 3 0 0 0 0 0 0

Cybaeidae 0 0 0 0 0 0 5 0 0

Dysderidae 0 0 0 0 0 0 2 0 0

Linyphiidae 0 0 0 0 0 0 2 0 2

Lycosidae 0 0 0 0 0 0 0 0 8

Pholcidae 0 0 3 0 0 0 0 0 0

Salticidae 0 0 4 0 0 0 0 0 0

Chilopoda Geophilidae 0 0 29 0 0 0 0 0 0

Lithobiidae 0 87 0 0 0 0 0 0 0

Coleoptera Carabidae 0 0 0 0 0 0 8 0 8

Cerambycidae 0 0 47 0 0 0 0 0 0

Chrysomelidae 7 0 0 0 0 0 0 0 0

Coccinellidae 0 0 0 0 0 0 2 0 0

Curculionidae 0 0 324 0 0 0 0 0 0

Elateridae 0 0 0 0 0 0 0 65 0

Hydraenidae 0 0 0 0 0 2 0 0 0

Leiodidae 0 9 0 0 0 0 0 0 0

Nitidulidae 0 0 2 0 0 0 0 0 0

Scarabaeidae 0 0 5 0 0 0 0 0 0

Collembola Entomobryidae 2 12 22 0 8 0 0 0 6

Hypogastruridae 2 4 0 0 7 0 4 0 0

Isotomidae 62 118 26 3 137 61 120 2 18

Neanuridae 16 0 0 0 0 0 0 0 0

Neelidae 0 7 14 0 0 5 52 3 0

Onychiuridae 14 0 2 0 3 5 4 15 0

Sminthuridae 0 0 53 0 0 0 0 0 0

Tomoceridae 0 29 0 0 12 0 0 0 2

Tullbergiidae 0 158 0 0 0 0 4 0 119

Diptera Cecidomyiidae 0 3 0 0 0 0 0 0 0

Chironomidae 23 10 0 13 15 79 104 4 77

Chloropidae 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Culicidae 2 0 0 0 0 2 11 5 0

Drosophilidae 67 0 22 0 0 0 2 0 0

Ephydridae 0 0 0 0 0 0 10 3 0

Phoridae 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Psychodidae 0 2 0 0 0 0 0 0 0

Rhagionidae 55 0 0 0 0 0 0 0 0

Sciaridae 0 0 16 0 0 187 0 0 0

Simuliidae 0 4 0 0 0 0 0 0 0

Tachinidae 0 2 4 0 0 0 0 2 0

Tephritidae 0 3 0 0 0 0 0 0 0

Geophilomorpha Linotaeniidae 20 0 0 0 0 0 0 0 0

Schendylidae 0 0 0 0 106 0 0 0 0

Hemiptera Acanthosomatidae 0 0 0 0 0 0 0 0 3

Alydidae 227 0 0 0 0 0 0 0 0

Cicadellidae 0 6 4 0 0 0 0 0 0

Issidae 0 0 0 0 5 0 3 0 0

Largidae 0 14 0 0 0 0 0 0 0

Lygaeidae 0 0 0 0 0 31 0 0 0

Miridae 0 4 0 0 0 3 0 0 0

Pentatomidae 0 2 0 0 0 0 0 0 0

Reduviidae 0 0 0 0 0 0 0 3 0

Hymenoptera Braconidae 0 0 2 0 0 7 7 4 0

Colletidae 0 4 0 0 0 0 0 0 0

Formicidae 0 0 0 0 0 0 9 0 0

Ichneumonidae 0 0 0 0 0 9 0 0 0

Vespidae 0 0 0 0 0 0 19 0 0

Isopoda Asellidae 0 3 0 0 2 8 6 0 2

Ligiidae 0 0 0 0 2 2 0 0 0

Philosciidae 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Stenasellidae 4 0 0 0 0 0 0 0 0

Trichoniscidae 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ixodida Ixodidae 0 0 7 0 0 0 0 0 0

Lepidoptera Geometridae 0 2 2 0 6 0 0 0 0

Noctuidae 0 10 0 0 0 0 0 0 0

Prodoxidae 0 0 0 0 0 0 3 0 0

Saturniidae 0 0 0 0 0 6 0 0 3

Tortricidae 0 13 0 0 0 0 0 0 0

Mesostigmata Parasitidae 0 0 0 0 0 6 0 0 0

Opiliones Phalangiidae 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Orthoptera Acrididae 16 22 12 0 4 0 5 65 112

Gryllidae 0 0 0 0 3 20 0 0 0

Pamphagidae 0 0 0 0 0 0 0 0 2

Pseudoscorpiones Chthoniidae 0 21 0 0 0 0 0 0 0

Sarcoptiformes Achipteriidae 16 18 8 0 4 0 0 16 0

Brachychthoniidae 7 2 0 2 4 13 0 17 272

Camisiidae 0 6 0 0 2 13 7 0 0

Cepheidae 0 0 0 0 0 0 0 9 0

Ceratoppiidae 20 0 0 0 0 0 0 0 0

Ceratozetidae 0 0 0 0 0 0 0 3 0

Damaeidae 0 47 0 0 0 0 0 0 0

Eniochthoniidae 0 0 0 3 0 2 0 0 0

Eremaeidae 48 0 0 0 0 0 0 0 0

Hypochthoniidae 0 0 0 0 0 0 18 0 0

Nothridae 6 0 0 0 0 0 0 3 0

Oppiidae 40 5 38 0 4 164 0 83 0

Scutoverticidae 10 0 0 0 0 0 0 0 0

Tectocepheidae 0 0 0 0 3 0 0 0 0

Scolopendromorpha Cryptopidae 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Scolopendridae 0 0 0 0 0 0 11 0 0

Symphyla Scutigerellidae 0 0 0 2 0 0 0 4 9

Trombidiformes Eupodidae 43 0 15 0 2 506 141 105 587

Penthaleidae 0 0 0 0 0 0 0 304 0

Rhagidiidae 0 0 2 0 0 0 0 0 0

Tydeidae 0 0 0 0 0 29 0 2 0

Mollusca Architaenioglossa Diplommatinidae 0 0 0 0 0 21 0 0 15

Stylommatophora Chondrinidae 0 0 0 0 0 0 9 0 0

Clausiliidae 0 0 0 0 0 0 0 0 2

Helicidae 0 0 2 0 0 0 0 0 0
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Table 6 Liste des ordres détectées dans les différents pseudoréplicats des trois habitats 
échantillonnés. Le nombre de séquences est figuré avec un gradient de couleur en fonction de 
l’abondance recouvrée pour chaque ordre. 

 

Une liste d’espèces, de familles et d’ordres a ainsi été obtenue pour chaque type d’habitat, 
avec les réserves dues à l’incomplétude des bibliothèques de référence principalement pour le niveau 
spécifique. Néanmoins, on remarque, pour ces trois niveaux, une forte hétérogénéité dans la mesure 
des communautés entre les pseudoréplicats de chaque habitat, avec en moyenne 78 % des espèces, 
66 % des familles et 24 % des ordres ayant été retrouvés dans un seul des pseudoréplicats pour un 
habitat donné (Table 7). Ceci montre la nécessité absolue d’effectuer plusieurs pseudoréplicats pour 
chaque point échantillonné, et du même coup met en exergue le besoin d’un calibrage du nombre de 
pseudoréplicats nécessaires pour optimiser la capture de la diversité en invertébrés du sol présente 
au niveau d’un point d’échantillonnage. Ce niveau de calibrage variera bien sûr en fonction de la taille 
et la densité des taxa ciblés ; il faudra par exemple beaucoup plus de pseudoréplicats pour rendre 
compte de la diversité en chilopodes qu’en collemboles du fait de la densité beaucoup plus faible du 
groupe de myriapode prédateur. Le cas extrême étant la diversité des vers de terre qui pourra 
difficilement être capturée avec ce type d’échantillonnage, spécialement lorsqu’il est lié à un protocole 
utilisant des tailles de marqueurs requérant la présence de tissus frais ou dégradé depuis peu dans 
l’échantillon. Pour ce type de groupe il faudra s’orienter soit vers un autre protocole d’échantillonnage 
plus spécifique, soit vers l’utilisation d’un marqueur plus petit ciblant l’ADN extracellulaire comme dans 
le chapitre précédent. 

 

Table 7 Résumé des résultats obtenus pour chaque pseudoréplicat et chaque point d’échantillonnage 
de chaque habitat en termes de nombre de taxa (espèces, familles et ordres). 

 

Ces résultats montrent, pour les cortèges d’espèces et de familles, une diversité supérieure 
en forêt de plaine (Eawy), intermédiaire en prairie de coteau calcaire et plus faible en forêt de coteau 

EA20 SA70 SABO

1 2 3 1 2 3 1 2 3

Araneae 3 20 12 8 6 12 11 4 89

Architaenioglossa 4 0 0 0 0 21 0 0 15

Chilopoda 0 87 29 0 0 0 0 0 0

Coleoptera 7 9 559 0 0 2 14 67 8

Collembola 101 392 151 5 207 89 207 22 172

Diptera 151 30 53 13 15 333 148 16 77

Geophilomorpha 20 0 0 0 106 2 0 0 0

Haplotaxida 3420 5464 9447 186 1681 2860 1268 2808 1154

Hemiptera 246 28 4 0 5 34 3 5 8

Hymenoptera 0 4 2 0 0 21 30 4 3

Isopoda 4 3 0 0 4 12 6 0 2

Ixodida 0 0 7 0 0 0 0 0 0

Lepidoptera 0 44 2 2 8 9 10 18 11

Mesostigmata 0 0 2 0 3 6 0 0 0

Opiliones 0 6 0 0 0 0 0 0 0

Orthoptera 16 25 12 0 11 20 5 65 119

Pseudoscorpiones 0 21 0 0 0 0 0 0 0

Sarcoptiformes 418 116 78 5 24 206 25 150 272

Scolopendromorpha 0 0 0 0 0 0 11 0 0

Stylommatophora 0 0 2 0 0 0 11 0 2

Symphyla 0 0 0 2 0 0 0 4 9

Trombidiformes 128 32 95 0 20 586 224 759 596

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Nb de taxa détéctés par pseudoréplicat 13 11 9 13 9 3 9 6 4 25 32 29 6 21 25 28 23 20 12 15 15 7 12 15 14 12 15

Nb taxa communs 3 pseudoréplicats

Nb taxa communs 2 pseudoréplicats

Nb taxa communs 1 pseudoréplicats

Nb Total de taxa pour le point

Proportion de taxa trouvées sur un seul pseudoréplicat 76%

1

2

7

10

70%

Espèces

2

4

19

25

0

2

15

17

88%

Familles Ordres

7

10

44

6

11

31

2

7

20

72%

4

9

22

35

63%

61 48

3

2

16

12%

EA20 SA70 SABO EA20 SA70

6

6

4

16

35% 25%64%

SABO EA20 SA70 SABO

119
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calcaire. Des résultats qui pourront être confirmés par l’analyse d’autres échantillons de ces mêmes 
habitats et possiblement couplés à la trajectoire historique d’évolution de l’occupation des sols sur ces 
mêmes points. 

 

2.4.4.2 Comparaison entre habitats 

 
La figuration des communautés par projection sur trois axes, permet de visualiser les 

similitudes à différèrent niveaux taxonomiques - espèces, genres et familles -, et cela pour quatre 
grands ensembles, les annélides, les collemboles, les gastéropodes et le reste de la communauté 
d’arthropodes (comprenant principalement les ordres d’insectes et les acariens) (Figure 16). On voit 
sur ce graphe, que très peu d’espèces sont partagées entre les trois habitats cibles. Au niveau 
générique, on a des similitudes marquées pour les trois habitats en ce qui concerne les annélides, en 
revanche, on observe une différenciation notable du cortège des arthropodes hors collemboles qui 
caractérise largement la prairie de coteau calcaire (SABO) avec le plus grand nombre de genres 
caractéristiques. Il est à noter également qu’une spécificité au niveau des gastéropodes rapproche la 
prairie et la forêt de St Adrien par rapport au site d’Eawy. Que ce soit au niveau des annélides ou des 
collemboles, on a une grande proximité des deux points de St Adrien et la forêt d’Eawy (SA70 et 
EA20) au niveau des communautés, avec cependant des genres caractéristiques pour cette dernière 
dans les deux groupes. Les familles de collemboles et d’annélides semblent très peu caractériser les 
trois types d’habitats, la différentiation venant des familles d’arthropodes hors Collemboles qui sont 
dominés par les insectes et les acariens. 

On a donc une bonne caractérisation au niveau des communautés d’espèces recouvrées pour 
les trois types d’habitat, caractérisation qui s’érode naturellement avec la dégradation du niveau 
taxonomique, mais qui reste néanmoins très importante pour les familles et les genres d’insectes, de 
myriapodes et d’acariens (groupés sous ‘Autres Arthropodes’). 

 

Fig. 16 Projection sur les 3 axes des communautés d’invertébrés recouvrées dans les 3 types 
d’habitat pour les niveaux taxonomiques espèces, genres et familles. Les arcs de cercles représentent 
les taxa communs entre les types d’habitat. 
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2.4.5 Conclusion 

 
L’application de ce protocole a permis de recouvrer les communautés d’invertébrés du sol 

dans trois types d’habitats caractéristiques de Haute Normandie avec la possibilité d’en comparer les 
diversités à différents niveaux taxonomiques. Il ressort de ces premiers résultats que la technique 
d’échantillonnage peut être encore être optimisée suivant les groupes et que la complétude des 
bibliothèques de références doit être augmentée de façon à obtenir une meilleure caractérisation des 
communautés. Il est cependant à noter que le niveau de diversité spécifique de certains groupes 
pourra être inféré de manière plus approfondie dans un second jeu d’analyses avec un seuil de 
divergence génétique fixé par rapport à ce qui a été observé précédemment dans ces mêmes 
groupes. On obtiendrait alors un proxy de la diversité spécifique en nombre de MOTUs. Cette 
technique permettra ainsi de caractériser les niveaux de diversité spécifique de nombreux groupes et 
de comparer la composition relative de leurs communautés sans avoir recours à une bibliothèque de 
référence détaillée. De la même façon, le séquençage en parallèle pour un même échantillon d’autres 
gènes employés spécifiquement comme barcode dans d’autres groupes essentiels dans le 
fonctionnement des sols enrichirait le spectre de l’analyse : 18S pour les nématodes, 16S pour les 
bactéries et ITS pour les champignons. 

3. CONCLUSIONS GENERALES / PERSPECTIVES 

 

Cette étude a permis d’une part d’initier l’assemblage systématique de bibliothèques de 
référence pour de nombreux groupes invertébrés du sol en Haute Normandie, et d’autre part 
d’expérimenter deux techniques novatrices de recouvrement de la composition des communautés par 
des approches de métabarcoding.  

L’une d’elle, MetaBar, utilisant un marqueur nucléaire de petite taille dont les cibles principales 
sont les fragments d’ADN extracellulaires issus de la dégradation de tissus des différents organismes 
présents dans le compartiment sol des écosystèmes. Cette méthode, par l’utilisation d’un marqueur à 
variabilité modéré par rapport à un marqueur mitochondrial, permet de caractériser, dans un premier 
temps, l’occurrence de grands embranchements, ordres ou familles. L’utilisation complémentaire d’un 
marqueur mitochondrial, comme pour la caractérisation des communautés de vers de terre (Bienert et 
al., 2012), pourrait permettre d’accéder à un niveau spécifique de caractérisation des communautés. 
L’un des avantages majeur de cette technique est que l’on peut la mettre en œuvre sur des 
échantillons de sol secs et donc potentiellement valoriser les pédothèques constituées jusque-là. 

L’autre méthode utilise deux fragments plus longs du marqueur mitochondrial COI 
correspondant aux bibliothèques de références assemblées pour les invertébrés du sol de Haute 
Normandie. Son application a permis de caractériser les communautés de trois types d’habitats à un 
niveau spécifique, générique, familial et ordinal grâce à une comparaison avec ces bibliothèques. Des 
bibliothèques de référence plus complètes permettront d’établir un diagnostic plus précis de ces 
communautés. Cependant, ces données, permettront, par l’application de différents niveaux de seuil 
selon les groupes, d’obtenir un proxy du nombre d’espèce.  

Pour les deux méthodes, des expérimentations, quant au volume nécessaire d’échantillon et 
d’échantillonnage, pour obtenir un niveau de représentativité optimum des communautés 
d’invertébrés du sol, sont encore à effectuer de façon à parfaire la standardisation des protocoles. En 
outre, on pourrait imaginer le couplage des deux protocoles, ce qui permettrait par exemple de palier 
avec l’approche ADN extracellulaire les manquements de l’autre protocole au niveau de 
l’échantillonnage de la grande faune de type vers de terre. 

Au final, le projet GENOSOIL a permis d’expérimenter et d’initier le développement d’une 
véritable boite à outils pour la connaissance des communautés d’invertébrés du sol. A la suite des 
différentes mises au point de protocole nécessaire, on aura à disposition un panel d’approches qui 
permettront de répondre à la fois à des questions sur la structuration des communautés de façon 
transversale au niveau spatial (paysages) ou au niveau temporel (changements de pratiques de 
gestion), mais aussi relatives à la dynamique des réseaux trophiques, à des échelles, et pour une 
largeur de champ taxonomique jusqu’ici hors d’atteinte par les méthodes classiques d’étude. 
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4. APPUI POTENTIEL AUX POLITIQUES PUBLIQUES 

De plus en plus d’intérêt est porté au sol dans les politiques publiques suite à une prise de 
conscience sociétale de la fonction essentielle de ce compartiment des écosystèmes du fait de la 
délivrance de biens et de services écosystémiques tels, qu’entre autres, la production de ressources 
alimentaires et énergétiques, la régulation des flux hydriques, ou encore celle des cycles 
biogéochimiques. Nombreux sont ces biens et services dont la production est liée à l’activité 
biologique des communautés d’invertébrés du sol qui restent, paradoxalement, très mal connues. 
Cette méconnaissance rend les prises de décisions rationnelles en termes de politiques locales, 
nationales ou européennes, au mieux difficile. L’implémentation systématique des types d’approches 
génétiques qui ont été développés au cours de ce projet permettra d’avoir une vision qualitative et 
quantitative de ces communautés pour de large portion de territoire. Celle-ci pourra être liée de façon 
précise à la quantification des facteurs biotiques et abiotiques critiques pour la production de services 
et biens d’intérêt. Les impacts des aménagements du paysage, avec les changements d’usage des 
terres que ceux-ci impliquent, pourront alors être mesurés finement au niveau de marqueurs d’intérêt 
associés à certains éléments des communautés, et donneront le potentiel de prédiction nécessaire à 
une prise de décision basée sur des indicateurs objectifs. 

Concrètement, cela permettra d’établir des indicateurs de la santé des sols pour mesurer 
objectivement les effets de politiques de restauration, de réaménagement, de changement d’utilisation 
des terres ou de l’installation d’infrastructures. On pourra alors avoir une vision en termes de 
conservation et de bioindication liée à un compartiment des écosystèmes pour lequel de telles 
approches restaient difficiles voire impraticables. 

L’autre application importante qui peut découler de l’utilisation de ce panel de techniques est 
la détection d’éléments invasifs dans les communautés des sols. L’utilisation en routine sur des sites 
sentinelles permettrait d’établir une veille quant à l’apparition et la progression de tels éléments. En 
outre, cela produirait des informations précieuses concernant l’impact de ces espèces invasives sur 
les communautés d’invertébrés édaphiques, que ce soit via la compétition pour la ressource, la 
prédation directe ou encore la transformation physico-chimique de la matrice des sols ; différents 
facteurs qui pourront être mesurés et corrélés à la pression des propagules d’invasifs. L’application de 
veille sanitaire peut aussi être envisagée de la même façon pour des ravageurs agricoles et sylvicoles 
(par exemple pour les nématodes phytoparasites). Cette démarche fournirait des informations de 
premier choix aux services régionaux de protection des végétaux et permettrait d’élaborer des 
stratégies de contrôle appropriées.  

On voit donc que le développement de ces approches, et la standardisation des protocoles 
attenant, en permettant leur utilisation en routine, produiraient une masse d’informations importantes, 
quasiment en temps réel, qui éclairerait, à l’aide d’indicateurs objectifs, la prise de décisions pour une 
gestion plus efficace de l’usage des sols et des ressources attenantes.  

 

5. PRODUCTIONS SCIENTIFIQUES  

5.1 Bases de données et collections de référence 

Comme mentionné précédemment, l’ensemble des séquences de référence de COI obtenues 
a été placé dans des projets spécifiques sur la plateforme bioinformatique BOLD (jeu de données 
‘Bibliothèques de référence GENOSOIL -Invertébrés du sol’ [DS-BGENO]). L’ensemble de ces 
données est en accès libre avant la fin du projet GENOSOIL, de façon à servir de base de référence 
pour l’utilisation des approches métagénomiques développées dans le projet GENOSOIL ou dans 
d’autres comme par exemple le projet MetaBar coordonné par P. Taberlet.  

 

5.2 Publications réalisées ou en cours de préparation dans des journaux 
internationaux 

Porco D., Dupont L., Bodilis J., Chang C. H., Dolédec S., Dubs F., Hajibabaei M., James S., Lavelle 
P., Oszwald J., Richard B., Rossi J.-P., Rougerie R., Roy V., Sebag D., Shokralla S., Decaëns T. A 
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reference library of DNA barcodes for the earthworm of upper Normandy: Biodiversity assessment and 
cryptic diversity. En préparation.  

Decaëns T., Porco D., Rougerie R., Brown G.G., James S.W. (2013) Potential of DNA barcoding for 
earthworm research in taxonomy and ecology. Applied Soil Ecology, 65, 35-42. 

Porco D., Decaëns T., Deharveng L., James S.W., Skarżyński D., Erséus C., Butt K., Richard B., 
Hebert P. (2013) Biological invasions in soil: DNA barcoding as a monitoring tool in a multiple taxa 
survey targeting European earthworms and collembolans in North America. Biological Invasion, 15, 
899-910. 

Dupont L., Lazrek F., Porco D., King R.A., Rougerie R., Symondson W.O.C., Livet A., Richard B., 
Decaëns T., Butt K.R., Mathieu J. (2011) New insight into the genetic structure of the Allolobophora 
chlorotica aggregate in Europe using microsatellite and mitochondrial data. Pedobiologia, 54(4), 217-
224. 

Rossi J.-P. (2011) rich: an R package to analyse species richness. Diversity 3, 112-120. 

 

Antérieures à 2011 (phase préliminaire de GENOSOIL) 

James S., Porco D., Decaëns T., Richard B., Rougerie R., Erséus C. (2010) DNA Barcoding Reveals 
Cryptic Diversity in Lumbricus terrestris L., 1758 (Clitellata): Resurrection of L. herculeus (Savigny, 
1826). PLoS One, 5, e15629. 

Richart B., Decaëns T., Rougerie R., James S., Porco D., Hebert P. (2010) Re-integrating earthworm 
juveniles into soil biodiversity studies: species identification through DNA barcoding. Molecular 
Ecology Resources, 10, 606–614. 
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Decaëns T., Rougerie R., James S., Porco D., Hebert P. 2012 DNA barcodes as a tool for the study of 
invertebrate biodiversity. Conférence invitée à l’Universidade do Estado de Santa Catarina, Lages, 
Brésil, 03 mars 2012. 

Decaëns T., Porco D., Sebag D., Oswald J., Rougerie R., Husté A., Dupont L., Doledec S., Rossi J.-
P., Hajibabaei M. (2011) The GENOSOIL-Fr project : insights from metagenomics into the study of 
total biodiversity of soils. Poster et lightning au « Fourth International Barcode of Life Conference », 
Adelaide, Australie, 30 novembre – 3 décembre 2011. 

 

 

Antérieures à 2011 (phase préliminaire de GENOSOIL) 

 

Decaëns T., Porco D., James S.W. (2010) El potencial de los barcodes de DNA en los estudios 
taxonómicos y ecológicos con lombrices de tierra. Conférence invitée au « Encuentro Latino 
Americano de Ecologia y Taxonomía de Oligochetos », Curitiba, Brésil, 12-14 octobre 2010. 

Decaëns T., Rougerie R., Deharveng L., Porco P., James S.W., Chang C.H., Richard B., Hebert 
P.D.N. (2010) DNA barcodes for soil animal taxonomy: transcending the final frontier. Présentation 
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orale, colloque « ECBOL2 - 2nd Conference of the European Consortium for the Barcode of Life », 
Braga, Portugal, 2-4 June 2010. 

James S.W., Decaëns T., Porco D., Richard B., Erseus C., Meusnier I., Rougerie R., Hebert P.D.N. 
(2010) Chimerical biology: a plea for good taxonomy as exemplified by the common nightcrawler 
(Lumbricus terrestris L.). Poster au colloque « ECBOL2 - 2nd Conference of the European Consortium 
for the Barcode of Life », Braga, Portugal, 2-4 June 2010. 

Porco D., Decaëns T., Deharveng L., James S., Butt K., Mark S., Rougerie R., Richard B., Hebert P. 
(2010) Barcoding invasive: a new tool for invasion monitoring in soil. Présentation orale, colloque 
« ECBOL2 - 2nd Conference of the European Consortium for the Barcode of Life », Braga, Portugal, 
2-4 June 2010. 

Richard B., Decaëns T., James S., Rougerie R., Porco D., Hebert P.D.N. (2010) Re-integrating 
earthworm juveniles into soil biodiversity studies: species identification through DNA barcoding. 
Poster, colloque « ECBOL2 - 2nd Conference of the European Consortium for the Barcode of Life », 
Braga, Portugal, 2-4 June 2010. 

 

5.4 Rapports de stage  

Coupireau D. (2012) Evaluation de la diversité des vers de terre dans deux gradients 
environnementaux à l’aide du barcoding ADN. Stage de L3 EBO (Univ Rouen), realise au lab ECODIV 
(encadrant: T. Decaëns). 

Salim H. (2012) Utilisation du barcoding ADN pour l’estimation de la richesse spécifique des 
invertébrés du sol dans différents ecosystems de Normandie. Stage de M2 Environnement 
Continental et Hydroscience, parcours Sol (AgroParisTech/UPMC), realise au lab ECODIV 
(encadrants: T. Decaëns & D. Porco). 

James S.W. (2011) Utilisation du barcoding ADN dans l’étude des vers de terre : mise en évidence de 
la diversité cryptique et amélioration de nos connaissances écologiques. Rapport de fin de recherche, 
bourse « Marie Curie France Régions », laboratoire ECODIV (resp. scientifique : T. Decaëns). 

Lebarque M. (2011) Caractérisation différentielle en prairie et forêt des communautés de la 
mésofaune et de la macrofaune. Stage de L3 EBO (Univ Rouen), réalisé au lab ECODIV 
(Encadrants : T. Decaëns & D. Porco). 

Lallemand H. (2011) Caractérisation différentielle en prairie et forêt des communautés de la 
mésofaune et de la macrofaune. Stage de L3 EBO, réalisé au Lab ECODIV (Encadrants : T. Decaëns 
& D. Porco). 

Leroux L. (2011) Caractérisation des dynamiques paysagères entre 1947 et 2010 dans la zone de St 
Adrien (Normandie). Stage de Master 1 TASE (Université Rennes 2) réalisé au laboratoire COSTEL 
(encadrant : J. Oszwald). 

Poirier E. (2011) Caractérisation des dynamiques paysagères entre 1947 et 2010 dans la zone de 
Eawy (Normandie). Stage de Master 1 TASE (Université Rennes 2) réalisé au laboratoire COSTEL 
(encadrant : J. Oszwald). 
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