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Résumé

Une identification précise des espéces est essentielle dans les études de métabarcoding sur le
régime alimentaire, notamment pour distinguer les espéces domestiques des especes
sauvages, car celles-ci ont des implications écologiques et socio-économiques tres différentes.
Cela vaut tout particuliecrement pour le genre Ouzs, ou le mouton domestique (Ovis aries) et
le mouflon d’Europe (Owzs musimon) coexistent souvent, mais sont impossibles a distinguer a
'aide des marqueurs mitochondriaux courants en raison d’une variation insuffisante. Une
identification erronée de ces taxons peut fausser les évaluations de la prédation par les
carnivores, notamment pour des especes comme le loup gris (Canis lupus), ce qui a un impact
sur les efforts de conservation et de gestion de la faune sauvage.

Nous avons ici développé un fragment de la boucle D diagnostique qui différencie
efficacement les haplotypes d’O. aries et d’O. musimon dans les études de métabarcoding
alimentaire. A partir d’échantillons de référence provenant de 46 mouflons Européens et de
46 moutons domestiques collectés dans les Alpes Francaises, nous avons identifié un
fragment de 178 pb (OvisCR) contenant 43 SNP, permettant de distinguer quatre
haplotypes de mouflon et 35 haplotypes de mouton. Aucun haplotype n’était commun aux
deux especes, bien quun haplotype d’O. zusimon £t étroitement apparenté a deux haplotypes
d’O. aries.

Les petformances du fragment OvisCR ont été testées a l'aide de 115 échantillons
d'excréments de loup. Nous avons séquencé un marqueur de métabarcoding général (un
amplicon de 60 a 140 pb de la région 12S) parallelement au nouvel amplicon sur la
plateforme Torrent afin d'évaluer la capacité de ce dernier a affiner l'identification des Ows.
Apres le séquencage, deux pipelines bioinformatiques (DADAZ2 et OBITools) ont été utilisés
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pour comparer leur efficacité dans la résolution des Unités Taxonomiques Opérationnelles
(OTUs) ou des variants de séquence d'amplicon (ASVs) d'Ovis.

Les deux pipelines ont démontré une précision similaire, le fragment OvisCR permettant une
attribution au niveau de l'espece Ovis pour plus de 81% des excréments dans lesquels des
lectures Ovis ont été détectées, quel que soit le pipeline utilisé.

Ce nouveau marqueur constitue un outil robuste et pratique pour les applications de
métabarcoding, améliorant les déductions écologiques dans les études trophiques sur les
carnivores et soutenant les stratégies de gestion de la conservation de la biodiversité. Bien
qu'efficace dans le contexte Francais, son applicabilité géographique plus large nécessite une
validation préalable a I'aide d'ensembles de données de référence spécifiques a chaque région,
englobant la diversité des ovins domestiques, du mouflon européen et d'autres especes d'Ovis.

Mots-clés : Canis lupus, métabarcoding alimentaire, région de controle mitochondriale, Ovis
aries, Ovis musimon, discrimination des especes

INTRODUCTION

Autrefois tres répandu en Europe, le loup gris (Canis iupus) a été victime d’une persécution
intense au cours des XIX“™ et XX siécles, ce qui a entrainé son extinction dans certaines
régions (Ripple et al. 2014). Depuis le début des années 1990, la protection juridique et
I’évolution des mentalités ont permis le rétablissement des populations de loups, tant en
termes d’aire de répartition que d’effectifs, dans toute ’'Europe (Chapron et al. 2014). A
mesure que les loups recolonisent des paysages dominés par ’homme, les conflits avec le
pastoralisme s’intensifient, principalement en raison de la prédation du bétail (Morehouse et
Boyce 2017 ; Bruns et al. 2020 ; Gervasi et al. 2021 ; Grente et al. 2022). Par conséquent, la
compréhension du régime alimentaire de cette espece est essentielle pour ’élaboration de
stratégies efficaces de gestion et de conservation.

La détermination précise de la composition alimentaire repose sur des méthodologies
robustes. Traditionnellement, on a recours a I'analyse des excréments, qui implique le tri
mécanique des restes non digérés (Leopold et Krausman 1986 ; Spaulding et al. 2000). Bien
que riche en informations, cette méthode est sujette a des biais bien documentés (Reynolds
et Aebischer 1991 ; Ciucci et al. 1996 ; Spaulding et al. 2000 ; Casper et al. 2007). Le
métabarcoding de 'ADN s'est imposé comme un outil puissant pour surmonter bon
nombre de ces limites (Forin-Wiart et al. 2018 ; de Sousa et al. 2019 ; Jusino et al. 2019).

En bref, le métabarcoding de 'ADN implique : (i) l'extraction de 'ADN a partir d'un
échantillon contenant des restes de proies partiellement ou totalement digérés ; (ii)
l'amplification par PCR de courts fragments d'ADN (généralement < 300 pb en raison de la
dégradation de 'ADN) provenant de tous les organismes présents ; (z2) le séquengage a haut
débit (HTS) des produits amplifiés et (iv) une analyse bioinformatique en aval pour déduire
la composition taxonomique du régime alimentaire. Pour ce processus, le choix des
marqueurs moléculaires est crucial et ' ADN mitochondrial (ADNmt) est couramment ciblé
en raison de son nombre élevé de copies, ce qui facilite I'amplification a partir d'échantillons
dégradés, et de sa large représentation dans les bases de données de référence. De plus, les
régions mitochondriales combinent souvent une conservation suffisante pour permettre la
conception d'amorces universelles présentant une variation de séquence suffisante pour
distinguer les especes (Simon et al. 2006 ; Yang et al. 2014).
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Au sein de 'ADNmt, des régions telles que les genes du cytochrome b et de I'ARNr 128 sont
les plus couramment utilisées dans les études sur le régime alimentaire des carnivores, car
elles permettent généralement une identification au niveau de l'espece (Forin-Wart et al.
2018 ; Di Bernardi et al. 2021 ; Massey et al. 2021 ; Roffler et al. 2021 ; Shi et al. 2021 ; Buzan
et al. 2024/5). Cependant, ces marqueurs peuvent étre trop conservés pour différencier des
especes étroitement apparentées, ce qui conduit a des classifications taxonomiques limitées
au niveau du genre (Hacker et al. 2021 ; Shi et al. 2021 ; Buzan et al. 2024b). Cette limitation
est particulierement évidente avec Ouwzs aries et O. musimon, dont la grande similitude génétique
et I’histoire évolutive complexe (Nadler et al. 1973 ; Rezaei et al. 2010 ; Meadows et al. 2011 ;
Ciani et al. 2020) rendent les marqueurs standard inadéquats pour leur discrimination
(Barbato et al. 2017 ; Chen et al. 2021).

Pourtant, il est crucial de distinguer O. aries et O. musimon dans les analyses du régime
alimentaire des carnivores, car ces espcéces ont des implications écologiques et socio-
¢économiques nettement différentes. Alors que les moutons domestiques sont étroitement
liés aux conflits entre ’homme et la faune sauvage, les mouflons sont une espece sauvage
importante pour la conservation et la gestion du gibier. Ne pas les distinguer peut conduire
a des interprétations erronées des schémas de prédation et a des recommandations de gestion
inadéquates.

Compte tenu de ces limites, la boucle D mitochondriale, une région non codante hautement
variable, s'est imposée comme un candidat particulierement prometteur pour distinguer les
contributions d'O. aries et d'O. musimon au régime alimentaire des carnivores. Son utilité
reconnue pour résoudre la phylogénie d'Owis et distinguer les sous-especes est bien établie
(Hiendleder et al. 1998 ; Hiendleder et al. 2002 ; Feng et al. 2009 ; Buzan et al. 20244). De
plus, son application réussie dans les études sur le régime alimentaire des carnivores
(Schroeder et al. 2021) et chez d'autres especes étroitement apparentées d'Ovis et de Capra
(Khalatbari et al. 2022) suggere en outre son potentiel pour surmonter le défi diagnostique

actuel.

Pour relever ce défi crucial, la présente étude visait a développer et a valider un nouveau
marqueur D-loop hautement discriminant pour I'identification au niveau de Pespece d’O. aries
et d’O. musimon dans le métabarcoding du régime alimentaire des carnivores. Nous y sommes
parvenus en criblant les variations de la D-loop dans des échantillons de référence Francais
d’O. aries et & O. musimon et en sélectionnant un fragment de 178 pb. Nous avons ensuite
testé les performances de ce marqueur sur 115 échantillons d’excréments de loups collectés
dans la méme zone, comparé son efficacité a celle d’'un marqueur de métabarcoding général

(une portion du gene 125) et évalué différentes approches bioinformatiques.

MATERIEL et METHODES

Zone d'étude

Cette étude a été menée en France dans plusieurs départements des Alpes Francaises. Cette
région constitue le cceur de l'aire de répartition du loup gris en France (Duchamp et al. 2012).
Dans ces paysages, le loup gris se nourrit principalement de chevreuils (Capreolus capreolus),
de cerfs élaphes (Cervus elaphus) et de sangliers (Sus serofa) dans les habitats de plaine, et de

Pirog Agathe et al. 2026 3 Traduction Deepl & RP — 11/05/2026



chamois (Rupicapra rupicapra) et de mouflons d'BEurope (O. musimon) dans les zones
montagneuses. Cette région présente un défi particulier pour l'analyse alimentaire en raison
de la coexistence de mouflons sauvages et de moutons domestiques.

Les populations de mouflons Européens en France sont issues d'introductions, soit
directement a partir de la population Corse, soit par dispersion secondaire. Les Alpes
constituent le cceur de l'aire de répartition nationale, représentant 63% de celle-ci. Des
populations plus petites sont également présentes dans le Massif central (18%) et les Pyrénées
(17%). En 2016, les mouflons occupaient environ 5 084 km? a travers le pays (Savouré-
Soubelet et al. 2021).

De plus, environ 1,5 million de moutons sont élevés chaque année dans les Alpes Frangaises,
principalement pour la production de viande et de produits laitiers IDELE 2018). En été,
une part importante de ces troupeaux pratique la transhumance, migrant vers les alpages de
haute altitude. Des prédations de loups sur le bétail sont signalées chaque année, avec des
points chauds récurrents ou les conflits peuvent entrainer des pertes économiques (Linnell
et Cretois 2018 ; Gervasi et al. 2021 ; Grente et al. 2022).

La présence a la fois de mouflons sauvages et de moutons domestiques crée un paysage
alimentaire complexe pour les loups, ce qui pose directement le défi de différencier ces deux
especes dans les analyses alimentaires.

Echantillonnage
Echantillons de référence Ovis
Un ensemble complet d’échantillons de référence est nécessaire pour développer un

marqueur discriminant robuste.

Les premicres recherches dans la base de données publique GenBank
(https:/ /www.ncbinlm.nih.gov/) concernant les séquences de la boucle D d’Ovis aries et
d’Ovis musimon ont révélé des limites : aucune des séquences de la boucle D &’O. musinon
disponibles (# = 27) ne provenait de populations Francaises, tandis qu’aucune des
nombreuses séquences de la boucle D d’O. aries accompagnées d’informations géographiques
ne correspondait a des races couramment élevées en France. De plus, aucun haplotype
identifié dans la base de données n'était exclusif a l'une ou l'autre des espéces, soulignant le
manque de résolution spécifique a I'espece dans les données disponibles.

Pour combler cette lacune, nous avons prélevé des échantillons des deux espéces dans la
zone d'étude. Plus précisément, pour O. ares, des échantillons de tissus ont été obtenus
aupres de la principale usine de transformation de viande des Alpes, qui traite 88% de la
production ovine de la région Alpes-Provence. Les échantillons comprenaient diverses races,
telles que les Mérinos, les Lacaunes, les croisements Mérinos X ile—de—France, les Mourerous,
les Préalpes et les croisements Préalpes X Mérinos (Tableau 1). Pour O. musimon, les
échantillons ont été prélevés soit sur des animaux chassés ou capturés légalement (tissus, 7
=12 ; sang, #» = 4), soit de maniere non invasive (crottes, #» = 20 ; poils, # = 10) aupres de la
population Corse et des quatre principales populations du sud-ouest de la France :
Mercantour et Cadarache (Alpes), Caroux et Aigoual (Massif central) (Tableau 1).
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Tableau 1. Echantillons de référence d'Ovis musimon et d'Ovis aries prélevés en France. Nsample : nombre d'échantillons
prélevés au sein de chaque population ou race. IDF : lle-de-France

Ovis musimon Ovis aries

Population N eampie Breed N gampte

Corse 10 Lacaune 1

Cadarache (Alps) 4 Merinos 11

Mercantour (Alps) 12 Merinos X IDF 1

Aigoual (Massif Central) 8 Mourerous 6

Caroux (Massif Central) 12 Préalpes X Merinos 1
Préalpes 12
Unknown 14

In total, 46 sheep and 46 European mouflon samples were collected. These samples were sub-
sequently used to sequence the entire D-loop region to identify a short diagnostic fragment for
species-level discrimination in metabarcoding studies.

Echantillons de crottes de loup

Depuis le retour du loup gris en France au début des années 1990, la population a fait 'objet
d’une surveillance étroite de la part des autorités Francaises. Des échantillons non invasifs,
principalement des crottes, ont été collectés pendant plus de 30 ans et analysés a I'aide de
divers marqueurs moléculaires afin de confirmer I'identité de I'espece et de procéder a
I'identification individuelle selon un protocole standardisé de haute qualité (Pirog et al. 2025).
Parmi ceux-ci, un sous-ensemble d’échantillons prélevés dans la méme zone géographique
que les échantillons de référence d’Ovis et précédemment analysés par métabarcoding a révélé
la présence de proies Ouwzs spp. dans 115 cas (données non publiées). Ces 115 échantillons
(Fig. 1) ont été sélectionnés pour la présente étude afin de : (i) confirmer la présence d’Owis
spp. par séquengage de métabarcoding d’une partie du geéne 125 et (ii) évaluer le pouvoir
discriminant du fragment D-loop diagnostique identifié a partir des échantillons de référence
d’Ovis.

Procédures de laboratoire

Procédures générales de controle gualité

Pour toutes les procédures de laboratoire, c'est-a-dire le séquencage des échantillons de
référence d'Ovis et le métabarcoding des échantillons de crottes de loup, un flux de travail
unidirectionnel a été suivi, avec des espaces dédiés a I'ADN rare et dégradé a chaque étape.
L'extraction de ' ADN a été réalisée séparément pour les tissus ou le sang et les échantillons
non invasifs a l'aide d'un systéme de purification par lumiére ultraviolette dans une salle
dédié¢e aux échantillons non invasifs. Les échantillons d'ADN extraits ont été conservés a -
20°C.

Les réactifs sensibles (enzymes et amorces d'ADN) utilisés pour I'amplification de 'ADN
ont été préparés dans une salle blanche a pression d'air positive. L'ADN et les réactifs ont
ensuite été assemblés (travail manuel et automatisé) dans une picce séparée, tandis que
'amplification et le séquencage ont été effectués dans une autre piece a pression d'air
négative. Des outils stériles a usage unique ont été utilisés pour manipuler les échantillons et
tous les postes de travail ont été nettoyés a I'eau de Javel apres chaque étape (et pour chaque
échantillon pendant l'extraction) afin d'éviter toute contamination croisée.
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Figure 1. Répartition géographique des 115 échantillons d'excréments de loup utilisés pour le métabarcoding

Echantillons de référence Ovis

Chaque échantillon de tissu, de sang ou de bulbe pileux a été transféré dans un microtube
stérile et étiqueté en vue de l'extraction de ' ADN. Pour les visages conservés dans 1'éthanol,
le surnageant a d'abord été transféré dans un microtube numéroté, centrifugé pour éliminer
I'éthanol, puis I'ADN a été extrait du culot. Deux controles d'extraction négatifs (blancs) et
un controle d'extraction positif (échantillon préalablement analysé et validé pour la qualité
de I'ADN) ont été ajoutés a une plaque a 96 puits. Les échantillons ont été lysés avec les
controles d'extraction positifs et négatifs conformément aux instructions du fabricant
(NucleoSpin 96 Tissue Kit et NucleoSpin 96 Blood Kit ; Macherey-Nagel, Diren,
Allemagne). L'ADN a été isolé et purifié a I'aide de colonnes de purification et de méthodes

de filtration sous vide.

La boucle D de 'ADNmt a ensuite été amplifiée et séquencée a I'aide d'amorces congues en
interne, Ovis-CR-longread-F (5" AAACTCCCAAACATACAACACGG-3") et Ovis-CR-
longread-R (5-TGTATRTGACCCAGGTGCCT-3"), qui amplifient un fragment de 1 100

pb.

L'amplification par PCR a été réalisée dans une microplaque a 96 puits avec un volume final
de 10 pl contenant 5 pl de LongAmp Hot Start Master Mix Taq (New England Biolabs,
Ipswich, MA, Etats—Unis), 0,40 uM de paires d'amorces CR non fluorescentes et 2 ul d'ADN
extrait. Le cycle thermique était le suivant : dénaturation initiale a 94°C pendant 30 s, suivie
de 31 cycles a 94°C pendant 30 s, 61°C pendant 40 s et 65°C pendant 1 min, puis d'une
extension finale a2 65°C pendant 10 min. Trois blancs de contréle PCR et trois échantillons
d'ADN de contrdle positif ont été ajoutés a la microplaque.

Pirog Agathe et al. 2026 ) Traduction Deepl & RP — 11/05/2026



ﬁ ( Wolf fecal samples ]

DNA
extraction
ry TA
Amplification with 125 Amplification with
primers OvisCR primers
“A A
[ lon Terrent Sequencing J
i
h 4
Torrent Raw reads processing
Suite Demultiplexing using barcode sequences
v5.4 Filtering (polyclonal, adapter, low-quality sequences)
"_‘7____,...,—‘ - 7"'"*--~L___‘
' Y ™
OBITools OTUs identification ASVs identification
i Selection of reads containing F and R primers | Selection of reads containing F and R primers |
£ p 2 p OBITools
ngsfilter Trimming of primer sequences | Trimming of primer sequences
Assignation of sample number to each read Assignation of sample number to each read ngsfilter
obiunig Pool of identical sequences in temporary GTUs ‘ ; - DADA2
abitab Read counts per OTU and sample | Additional quality filtering and trimming of sequences filterAndTrim
Selection of OTUs within size range learnErrors
(>60bp 125; 100-200bp OVisCR) i Error model definition and denoising of F and R sequences i
obigrep . H | | ada
Selection of OTUS with 2 10 reads it
Construction of the ASV table 4
ceTable
i For 123, pooling of OTUs representing < 5% of sample total ,
obiclean | reads with major OTUs presenting less than one mutation Chimeras removing removeBim
\ ) eraDenovo
— VAN y
/ v Taxonomic assignation \
125 - All preys OvisCR - Ovis sp
BLASTn | Comparison to GenBank database L '| Comparison to internal OvisCR_ref
| . database
Ovis sp T
v = 100 reads ) v
IS = identity x coverage ‘ 1 match with IS = 100%
Selection of matches with IS = 95% OTU/ASV's length > 178bp )
__________ J i i i
+ : i yes Yy no
N G : P Com anson m e —
max(/5) = 1 match %P‘ is) ! ! P
I no matches K ! | GenBank database |
Ci R ves w - — h4 ! i R, A—
SE Assianation to Assignation to lowest 1 match
= : 5 ::ies level taxonomic level 1S = 100% O.musimon
P _shared by all matches || ;
- . i i 1 or several matches
A T K - o H . IS 2 99% i
Pool of OTUs/ASVs with similar taxonomic J H O -
assignations v ) s yes v no
i Estimation of taxa relative contribution in each Ass'g':'at“’“ to | Assignation to Ovissp. |
| sample | species level
A 1. o

Figure 2. Processus de métabarcoding utilisé pour identifier les proies dans des échantillons de matiéres fécales de loups
gris. Les encadrés gris indiquent les logiciels utilisés et les fonctions spécifiques sont indiquées en italique. OTU : unité
taxonomique opérationnelle ; ASV : variante de séquence d'amplicon ; F : sens ; R : antisens ; IS : score d'identité

Les produits PCR ont été séquencés de maniere bidirectionnelle selon la méthode Sanger a
l'aide des mémes amorces et d'un kit de séquencage par cycles BiDe Terminator v.3.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, Etats—Unis).

Apres purification, les séquences ont été analysées a l'aide d'un séquenceur capillaire ABI
PRISM 3130 XI. (Applied Biosystems, Foster City, CA, FEtats-Unis) et les

¢lectrophorogrammes ont été interprétés a l'aide du logiciel Geneious (Kearse et al. 2012).

Echantillons d'excréments de loup
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Bien que la méthodologie générale du métabarcoding soit bien établie, les choix spécifiques
concernant les protocoles de laboratoire et les pipelines bioinformatiques varient
considérablement (Alberdi et al. 2018 ; Ando et al. 2020 ; Bohmann et al. 2022 ; Hakimzadeh
et al. 2024), ce qui nécessite une réflexion approfondie. Nous expliquons donc les méthodes
que nous avons choisies en suivant les lignes directrices relatives aux meilleures pratiques
(Klymus et al. 2024) afin de garantir la clarté et la reproductibilité. Le déroulement du
métabarcoding de I'ADN est illustré a la Figure 2.

Afin d'optimiser l'allocation des ressources et compte tenu de notre objectif principal, qui est
d'évaluer la capacité du marqueur a déterminer l'appartenance a l'espece Owis plutdt que
d'évaluer le régime alimentaire individuel, nous avons donné la priorité aux réplicats
biologiques plutdt qu'aux réplicats techniques pour chaque échantillon. Nous avons donc
effectué¢ un réplicat par échantillon afin de permettre le métabarcoding d'un plus grand
nombre d'échantillons (Ando et al. 2020).

Tout d'abord, 'ADN a été extrait d'échantillons d'excréments de loups en suivant le
protocole décrit par Pirog et al. (2025). L'identification des especes de prédateurs et des
individus a été réalisée par séquencgage de la région D-loop mitochondriale et par génotypage

de 22 marqueurs microsatellites, comme détaillé dans la méme référence.

L'analyse par métabarcoding a ensuite été effectuée en amplifiant deux fragments : une
portion de la séquence du gene 12S rRNA pour confirmer la présence de proies Ovis spp. a
l'aide de ce marqueur, et le fragment D-loop diagnostique spécifique a I'espece Owis. Chaque
région ciblée a été amplifiée dans des plaques a 96 puits distinctes afin d'éviter toute inversion
ou erreur de codage. Des controles PCR négatifs (» = 13) ainsi que huit controles PCR
positifs composés d'échantillons de poils d'ours brun (Ursus arctos) ont été ajoutés aux

échantillons.

Pour la région 12§, les amorces Vert-NGS-12S-F (5'-GGATYAGATACCCYRY-TATG-3")
et Vert-NGS-12S-R (5'-“TRGRACAGGCTCCTCTRR-3"), adaptées des amorces 12S_V5
(Riaz et al. 2011), ont été utilisées. De plus, un bloqueur congu en interne pour éviter
l'amplification de I'ADN du loup gtis a été utilisé o'
CTATGCTTAGCCCTAAACATAGATAATTTTACAACAAAATAATTC-3%).

Les amorces pour le fragment de diagnosticn D-loop (sens : 5°-
CCYCAYGCATATAAGCA-3' ; antisens : 5-GTGAACAAGCTCGTGATC-3") ont été
nouvellement congues. Toutes les amorces ont été modifiées pour inclure des adaptateurs
compatibles avec le systtme Lon Torrent et des codes-barres spécifiques a chaque
échantillon, conformément a la méthode de préparation de bibliothéques d'amplicons par
fusion Lon (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Etats—Unis), dans le cadre d'une PCR
en une seule étape. Bien qu'elle augmente les couts, la PCR en une seule étape s'est avérée
réduire le risque de contamination croisée et de sauts de marqueurs (Bohmann et al. 2022).
Les codes-barres spécifiques a chaque échantillon n'ont été ajoutés qu'en amont des amorces
sens, le séquencage n'étant effectué que dans un seul sens. Bien que cela puisse
potentiellement réduire la qualité des séquences en fin de lecture, les amplicons ciblés avaient
une taille bien inférieure a la longueur seuil de 400 pb autorisée par le protocole de
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séquencage de la bibliotheque, et le séquencage unidirectionnel ne devrait donc pas avoir
d'impact sur la qualité des lectures en fin de séquence.

Les bibliotheques ont été préparées selon le protocole « lon Amplicon Library Preparation
Fusion Method » fourni par Thermo Fisher Scientific, avec quelques adaptations.
L'amplification par PCR a été réalisée dans des réactions de 10 ul contenant 5 ul de NEB
Next Ultra IT Q5 Mastermix (New England Biolabs, Ipswich, MA, Etats—Unis), 0,25 uM de
chaque amorce, 2,50 uM de l'inhibiteur du loup gris pour le fragment 125 et 3 ul d'ADN
matrice. Les conditions de cyclage étaient les suivantes : dénaturation initiale 2 98°C pendant
3 min ; 40 cycles a 98°C pendant 10 s, 53°C pendant 30 s et 72°C pendant 30 s ; et extension
finale 2 72 °C pendant 5 min.

Les produits de la PCR ont été quantifiés par qPCR (matériel supplémentaire 1), puis mis en
pool de maniere équimolaire entre les échantillons (les deux cibles incluses), puis purifiés a
l'aide du systeme de billes Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter) avec un rapport de
1,5% de billes.

Toutes les bibliothéques ont été qualifiées a I'aide d'un instrument QIAxcel Advanced en
suivant le protocole du fabricant pour le kit haute résolution, et leurs concentrations ont été
évaluées par PC numérique (matériel supplémentaire 1). Les bibliothéques ont été diluées et
regroupées pour atteindre une concentration équimolaire de 35 pM pour les réactions de
matrice. Ce processus consistait a fixer des fragments d'ADN a des particules lon Sphere
(ISP) en vue d'une amplification clonale par PCR en émulsion, réalisée a l'aide du systeme
lon Chef™ (Thermo Fisher, Waltham, MA, Etats-Unis). Aprés préparation, les échantillons
ont été séquencés sur le systeme lon S5™ XL 4 l'aide d'un kit lon Chef 530 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, Etats-Unis).

Analyses

Echantillons de référence Ovis

Les séquences de la boucle D obtenues a partir des échantillons de référence Ouvis ont été
traitées a l'aide de Geneious (Kearse et al. 2012). Les lectures sens et antisens ont été alignées
pour chaque échantillon a l'aide de l'alignement Geneious afin de générer des séquences

consensuelles de haute qualité.

Ces séquences consensuelles ont été alignées dans Seaview v.4 (Gouy et al. 2009) et tronquées
aux extrémités 5' et 3' afin d'obtenir un fragment standardisé de 674 pb. Des haplotypes
distincts ont été identifiés a laide de DNA  Collapser (https://us-ets-
birc.au.dk/palle/php/fabox/dnacollapser.php) et inspectés manuellement afin de localiser
une région de 100 a 300 pb qui : (i) permettait de distinguer O. aries et O. musimon et (ii)
contenait des régions flanquantes suffisamment conservées pour la conception d'amorces.
Les indices de diversité des haplotypes ont été calculés dans R (R Core Team 2023) a I'aide
du package pegas (Paradis 2010). Des courbes de raréfaction des haplotypes ont été générées
pour chaque espece a l'aide de 1 000 itérations.

Un réseau d'haplotypes TCS (Clement et al. 2000) a été construit a I'aide de PopArt v.1.7
(Leigh et al. 2015) afin de visualiser les relations génétiques entre les échantillons. Tous les
haplotypes identifiés ont été compilés dans une base de données de référence (OvisCR_ref)
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en vue d'une identification en aval et d'une comparaison avec des séquences accessibles au

public.

Echantillons d'excréments de loup

Afin d'évaluer les performances du marqueur D-loop nouvellement développé et de le
comparer au marqueur 128 sur des échantillons réels d'excréments de loup, nous avons traité
les données de métabarcoding a l'aide de deux pipelines bioinformatiques distincts.

En effet, de nombreux pipelines ont été décrits pour analyser les données de métabarcoding,
dont les étapes clés comprennent le démultiplexage des lectures brutes, le filtrage de qualité,
la fusion des lectures appariées, le filtrage des artefacts, le regroupement des séquences en
unités taxonomiques opérationnelles (OTU) ou la définition de variants de séquence
d'amplicon (AS) et, enfin, les classifications taxonomiques (Hakimzadeh et al. 2024).
Certaines études préconisent l'utilisation de seuils pour filtrer les lectures en faible nombre
et regrouper les séquences restantes en OTU, mais la fixation de ces seuils reste arbitraire,
sans méthode consensuelle entre les études (Drake et al. 2022 ; Littleford-Colguhoun et al.
2022 ; Tercel et Cuff 2022). En débruitant les séquences avant de construire les OTU, les
méthodes AS ne reposent pas sur la définition de seuils de dissemblance et peuvent s'avérer
plus précises dans l'identification des taxons (Callahan et al. 2017 ; Couton et al. 2021).

Ici, nous avons testé deux pipelines couramment utilisés pour définir : (i) des OTU a l'aide
de seuils de dissemblance courants avec le package OBITools v. 1.01 (https://python-
hosted.org/OBITools/ ; Boyer et al. (20106)) et (ii) des AS a l'aide du package R DADA2 v.
1.26.0 (Callahan et al. 20106) afin d'évaluer leur impact sur les résultats. Les parameétres et les
principales fonctions sont détaillés dans le matériel supplémentaire 2. Les fichiers FASTQ
de lectures brutes sont disponibles dans la base de données European Nucleotide Archive
(ENA) (numéro d'acces du projet PRJEB106338) afin de permettre aux lecteurs de tester
d'autres pipelines. Toutes les analyses ont été réalisées avec R v. 4.2.2. Les OTU et les AS
ont été identifiés selon la méme approche pour les fragments 128 et D-loop diagnostiques
(OvisCR).

Tout d'abord, les lectures brutes générées par le séquencage Lon Torrent ont été traitées a
l'aide de Totrent Suite* v.5.4 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Etats—Unis). Les
lectures ont été démultiplexées en fonction des séquences de codes-barres et les séquences
polyclonales, de mauvaise qualité et contaminées par des adaptateurs ont été filtrées a I'aide
des parametres de qualité par défaut. Un fichier FASTQ par échantillon a été généré,
contenant toutes les séquences conservées pour les deux régions ciblées.

Pour définir les OTU, les lectures obtenues ont été analysées a I'aide du progiciel OBITools.
Seules les séquences contenant les deux amorces (sens et antisens) pour chaque région ciblée
ont été conservées, et les amorces ont été supprimées des séquences. Des numéros
d'identification d'échantillon ont été attribués a chaque lecture. Les séquences strictement
identiques ont été regroupées en OTU temporaires et fusionnées pour calculer le nombre de
lectures par OTU. Par la suite, seules les OTU de la plage de taille attendue (> 60 pb pour
128 et 100-200 pb pour OvisCR) et comportant au moins 10 lectures ont été conservées
pour une analyse plus approfondie. Ce seuil a été choisi sur la base des parametres
recommandés par OBITools (Royaux et al. 2022) et d’études antérieures sur le
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métabarcoding (Drake et al. 2022), afin de réduire les variants de faible fréquence erronés
tout en conservant les séquences de proies rares mais authentiques (Deagle et al. 2013). Pour
la cible 12§, les OTU représentant moins de 5% du total des lectures dans un échantillon et
ne différant que par une seule mutation (seuil de similarité de 97%, Alberdi et al. (2018))
d'une OTU majeure ont été fusionnées avec 'OTU majeure correspondante, car elles étaient
considérées comme des artefacts probables. Cette étape n'a pas été appliquée a la cible
OvisCR en raison de la grande similitude génétique entre les haplotypes d'O. nusimon et d'O.
aries. Une telle fusion risquait de masquer par inadvertance les différences diagnostiques que
cette étude vise a mettre en évidence. Les ensembles de données finaux se composaient d'un
tableau par cible, répertoriant toutes les OTU validées et leurs abondances relatives par
¢chantillon.

En paralléle, les ASVs ont été définis a l'aide du package R DADAZ2. Tout d'abord, OBITools
a été utilisé pour filtrer les séquences contenant les deux amorces (sens et antisens) pour
chaque région ciblée et pour supprimer les amorces des séquences, car cette étape n'était pas
effectuée par DADAZ2. Seules les lectures ne comportant aucune base incertaine (pas de N)
et contenant moins de trois erreurs attendues ont été conservées. Nous avons ensuite utilisé
l'algorithme DADA2 pour apprendre le modele d'erreur a partir des données et 'avons
appliqué aux données de séquences filtrées et tronquées. Aucun seuil supplémentaire de
nombre de lectures n'a été appliqué pour ce pipeline, car l'algorithme de débruitage modélise
explicitement les erreurs de séquencage. Enfin, un tableau d'ASV a été construit pour chaque
cible avant de supprimer les chimeres. Les ensembles de données finaux se composaient d'un
tableau par cible, répertoriant tous les ASV validés et leurs abondances relatives dans chaque
échantillon.

Enfin, les OTU ou ASVs identifiés ont été comparés a des bases de données de référence
internes ou a la base de données publique GenBank pour l'attribution taxonomique a l'aide
de BLAST et de scripts R personnalisés. L'approche variait en fonction du fragment cible.

Pour le fragment 125, les OTU/ASVs ont été alignés avec la base de données publique
GenBank. Pour chaque alighement, un score d'identité (L), défini comme le produit de
lidentité de séquence et de la couverture d'alignhement, a été calculé. Seules les
correspondances présentant un IS = 95% ont ¢été prises en compte. L'attribution
taxonomique a suivi une approche conservatrice : lorsqu'une seule meilleure correspondance
était identifiée, I'OTU/ASV était attribué a cette espéce. Dans les cas ou plusieurs
correspondances principales présentant le méme IS étaient identifiées, 'OTU/ASV était
attribué au niveau taxonomique commun le plus bas parmi les correspondances. Enfin, les
lectures provenant d'OTU/ASVs ayant des classifications taxonomiques identiques ont été
regroupées afin d'estimer la contribution relative de chaque taxon dans chaque échantillon a
la composition du régime alimentaire.

Pour les échantillons comportant plus de 100 lectures d'Ovis spp., basées sur le fragment 128,
les classifications taxonomiques ont été affinées a l'aide de I'ensemble de données OvisCR.
Dans un premier temps, les OTU/ASVs OvisCR ont été alignés sur la base de données de
référence interne (OvisCR_ref). Lorsqu’une correspondance parfaite d’au moins 178 pb (la
longueur de 'OvisCR) était trouvée (IS = 100%), 'haplotype était confirmé et espéce
attribuée en conséquence. Dans un deuxiéme temps, les OTU/ASVs ne répondant pas a ces
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criteres ont été comparés aux séquences de GenBank. A ce stade, l'attribution au niveau de
l'espece a été acceptée si 'OTU/ASVs correspondait a une séquence d'O. musinon avec un
IS = 100% ou a une séquence d'O. aries avec un 15 = 99%. Ce seuil tient compte de la plus
grande diversité mitochondriale chez les ovins domestiques, résultat de la sélection
artificielle, qui augmente la probabilité de rencontrer des haplotypes non référencés, mais
authentiques. En revanche, la plus faible diversité génétique d’O. musimon rend les
haplotypes non documentés moins probables. Par conséquent, les OTU/ASVs
correspondant a O. musimon avec un IS < 100% ou correspondant a plusieurs especes Ovis

avec un 1§ > 99% ont été classés de maniere prudente au niveau du genre.

RESULTATS

Echantillons de référence d' Ovis

Sur les 46 échantillons de moutons domestiques et les 46 échantillons de mouflons
Européens, des séquences de haute qualité de la boucle D (674 pb) ont été obtenues pour 41
¢chantillons (89% des échantillons d'O. aries prélevés) et 30 échantillons (65% des
échantillons d'O. musimon prélevés), respectivement. La plupart des échantillons d'O. musinon
présentant des séquences de faible qualité (# = 16) étaient des échantillons non invasifs,
comprenant 14 échantillons de crottes ou de poils, dont I'ADN était dégradé ou en faible
quantité. Cela pourrait expliquer le taux de réussite de séquencage plus faible chez O. wusimon
par rapport a O. aries. Au total, 45 haplotypes distincts (numéros d'acces GenBank
PX219566-PX219610) ont été identifiés, avec 82 sites variables et aucun chevauchement
entre les especes. La diversité haplotypique (Hd) était nettement plus élevée chez les moutons
domestiques, avec 40 haplotypes identifiés et une diversité haplotypique de 0,999, que chez
le mouflon Européen, avec cinqg haplotypes identifiés et une diversité haplotypique de 0,685.
A partir de cet alignement, un fragment de 178 pb adapté au métabarcoding a été identifié
(OvisCR), sans haplotypes communs aux deux especes et avec des régions flanquantes
suffisamment conservées pour concevoir des amorces avec un usage minimal de bases
dégénérées. Il comprenait 43 sites variables et permettait de distinguer quatre haplotypes de
mouflons Européens (Hd = 0,669) et 35 haplotypes de moutons domestiques (Hd = 0,985 ;
Fig. 3 et matériel supplémentaire 3). La plupart des haplotypes de mouflons Européens
différaient des haplotypes de moutons domestiques par au moins trois sites de mutation.
Une exception était CR178_OMO004 (partagé par deux individus et situé au centre du réseau
d'haplotypes sur la Fig. 3), qui ne différait que par un seul site de mutation de deux haplotypes
de moutons domestiques. Sur le fragment CR plus long (674 pb), cet haplotype différait par
au moins six mutations de 'haplotype de mouton domestique le plus proche et ne se trouvait
pas au centre du réseau (matériel supplémentaire 4).

La plus grande diversité génétique chez les moutons domestiques a également été mise en
évidence par les courbes de raréfaction des haplotypes, le nombre d'haplotypes détectés
augmentant de maniere presque linéaire avec la taille de I'échantillon (Fig. 4). En revanche,
la coutbe du mouflon Européen a atteint rapidement une asymptote, indiquant qu'un
échantillonnage supplémentaire a peu de chances de révéler d'autres haplotypes.

En raison de la grande diversité haplotypique observée chez O. aries et de la proximité
génétique étroite entre les haplotypes des deux especes, comme l'a révélé le réseau TCS
utilisant le fragment OvisCR, nous avons effectué des recherches BLAST dans la base de
données GenBank afin d'évaluer la spécificité taxonomique de chaque haplotype. Seules les
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correspondances présentant une couverture de 100% de la requéte et une identité de 100%

ont été prises en compte.

Parmi les 35 haplotypes identifiés dans les échantillons d'O. ardes, 19 présentaient des
correspondances exactes dans GenBank, toutes correspondant exclusivement a des

séquences d'O. aries.

Les quatre haplotypes détectés dans les échantillons d’O. musimon ont également donné lieu

a des correspondances.

Ovis musimon QOvis aries
populations breeds
’ Mercantonr @® Locane @ Frealpe X Merinos Q
’ Codarache :IMPS @ Morinos @ TUnknown
. @ Merines XIDF
O Aigoual Massif @ Mourerous Pr— Q
0 Caroux Ceatral @ Prealpes

Figure 3. Réseau d'haplotypes TCS, basé sur un fragment diagnostique de la boucle D de 178 pb, établi & partir de
30 échantillons de référence d'Ovis musimon et de 41 échantillons de référence d'Ovis aries prélevés en France. Chaque
haplotype est représenté par un cercle pour O. aries et par un cercle & l'intérieur d'un carré pour O. musimon. Chaque
trait sur les lignes reliant les haplotypes indique une mutation unique. La taille des cercles est proportionnelle au nombre
d'individus partageant cet haplotype et les couleurs indiquent les races d'O. aries et les populations d'O. musimon. Les
points noirs représentent les haplotypes non échantillonnés. IDF, Tle-de-France

Un haplotype (CR178_OMO002) correspondait a des séquences d’O. musimon, &O. ammon et
d’O. orientalis. Cependant, comme ces deux dernieres especes ne sont pas présentes en
France, cela ne compromet pas la capacité du fragment OvisCR a identifier les proies d’O.
musimon dans notre zone d’étude. Un autre haplotype (CR178_OMO004) correspondait a une
séquence d’O. ammon et a 16 séquences d’O. aries, toutes provenant de races locales ou rares
non présentes en France (par exemple d’Espagne, du Portugal, d’Italie, de Bulgarie, de
Hongrie, de Pologne, de Russie, de Turquie, du Pakistan, de Chine et de Mongolie).
Néanmoins, en raison de sa grande proximité avec d’autres haplotypes Francais d’O. aries et
de sa position centrale dans le réseau, nous avons classé de maniere prudente ’haplotype
CR178_OMO004 détecté dans les excréments de loup comme provenant d’une proie du genre
Ovwis, sans préciser lespeéce. Les autres haplotypes d’O. musimon correspondaient

exclusivement a des séquences d’O. nusimon.
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Figure 4. Courbes de raréfaction des haplotypes, basées sur un fragment diagnostique de la boucle D de 178 pb,
généré a partir de 30 échantillons de référence d’Ovis musimon et de 41 échantillons de référence d’Ovis aries prélevés
en France. Les courbes montrent I'accumulation d’haplotypes uniques & mesure que la taille des échantillons augmente
pour chaque espéce. Les zones ombrées représentent les écarts-types calculés & partir de 1 000 itérations de
rééchantillonnage. Vert : Ovis musimon ; violet : Ovis aries

Echantillons d'excréments de loup

Des controles négatifs et positifs ont été utilisés pour déterminer s'il fallait recourir a un
filtrage supplémentaire utilisant des seuils de nombre de lectures lors de l'interprétation des
résultats du métabarcoding.

En ce qui concerne le fragment 125, seuls deux controles négatifs n'ont présenté aucune
lecture, que ce soit avec le pipeline OBITools ou DADA2 (matériel supplémentaire 5). Les
autres controles négatifs ont présenté entre 1 et 345 lectures, et les deux controles présentant
le plus grand nombre de lectures (82 et 219 avec OBITools et 95 et 345 avec DADA?2) étaient
contaminés par de 'ADN humain. Les controles positifs ont présenté un nombre élevé de
lectures U. arctos (entre 14 861 et 110 003 pour OBITools et entre 16 666 et 127 212 pour
DADA?2), comme prévu. D'autres especes ont patfois été détectées avec un nombre de
lectures variant de 1 a 77 avec OBITools et de 3 a 166 avec DADAZ2.

En ce qui concerne le fragment OvisCR, un controle négatif a présenté une lecture Ouis sp.,
tant avec OBITools qu'avec DADAZ2. Un controle positif a également présenté cinq lectures
O. aries en utilisant le fragment CR et le pipeline DADA2.

Ces résultats soulignent la nécessité d'appliquer des seuils de nombre de lectures lors de
l'interprétation des résultats de métabarcoding, en patticulier pour le fragment 12S. Sur la
base des échantillons témoins et des seuils couramment utilisés dans la littérature, nous avons
appliqué un seuil de 100 lectures par échantillon pour considérer une OTU/AS comme un
résultat valable et non comme un artefact ou une séquence parasite. Ce seuil a été appliqué a
la fois avec OBITools et DADAZ2.

Pour le fragment OvisCR, un seuil moins restrictif peut étre utilisé, car les échantillons
témoins présentaient rarement des lectures d'Ovis spp. et, lorsque c'était le cas, le nombre ne
dépassait jamais 10 lectures. Cette valeur est cohérente avec les seuils précédemment
appliqués dans d'autres études de métabarcoding. Ainsi, nous discutons des résultats pour
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ce fragment en utilisant a la fois des seuils de 10 et de 100 lectures par OTU/AS et par
échantillon.

A laide du fragment 12§, la présence de proies Ouwis spp. a été confirmée dans les 115
échantillons de loups, avec des nombres de lectures allant de 108 a 45 973 (moyenne : 4 294
lectures) avec OBITools et de 144 a 75 743 (moyenne : 10 380 lectures) avec DADA2
(matériel supplémentaire 5).

Avec le fragment OvisCR, des proies de l'espece Ovis spp. ont été détectées avec plus de 10
lectures dans tous les échantillons sauf cing (95,7%) avec OBITools et dans tous les
¢chantillons sauf quatre (96,5%) avec DADAZ2, le nombre de lectures par échantillon variant
de 1 a2 54 161 (moyenne : 4 303 lectures) avec OBITools et de 1 a 6 478 (moyenne : 4 623
lectures) avec DADA2 (matériel supplémentaire 5). Tous les échantillons, a I'exception de 13
(88,7%) et 10 (91,3%), présentaient plus de 100 lectures d'Ovis spp. avec OBITools et
DADAZ2, respectivement.

Les échantillons présentant moins de 100 lectures Ouwzs spp. avec le fragment OvisCR
affichaient également un nombre significativement plus faible de lectures Ouwzs spp. dans
l'ensemble de données 128 que les autres échantillons (OBITools : moyenne = 1 275 contre
4 679 ;5 test 4, p = 4,06 X 107™*; DADA2 : moyenne = 2 213 contre 11 157 ; test 4, p = 2,84 X

107", ce qui pourrait expliquer le faible taux de détection avec le fragment OvisCR.

En ne considérant que les échantillons comportant plus de 100 lectures d'Owis spp. avec
OvisCR, 85 et 91 ont été classés au niveau de l'espece avec OBITools et DADA2,
respectivement (Tableau 2). Les échantillons pour lesquels l'identification des proies Ovis spp.
n'était possible qu'au niveau du genre présentaient un nombre de lectures significativement
inférieur a ceux ayant fait 'objet d'une attribution au niveau de I'espece (OBITools : moyenne
=1 917 contre 5 353 lectures ; test 4, p = 1,33 X 1072 DADAZ2 : moyenne = 2 394 contre 5
394 lectures ; test 4 p = 8,35 X 107%). Enfin, a ce seuil, les deux pipelines ont donné des
classifications différentes pour huit échantillons, dont sept ont été classés au niveau de

l'espece avec DADA2, mais pas avec OBITools, et un a été classé au niveau de I'espece avec
OBITools, mais pas avec DADAZ2.

En considérant les échantillons comportant plus de 10 lectures Ouwis spp. avec OvisCR, 96 et
100 ont été classés au niveau de I'espece avec OBITools et DADAZ2, respectivement (Tableau
2). Les échantillons pour lesquels l'identification des proies Ovis n'était possible qu'au niveau
du genre présentaient un nombre de lectures significativement inférieur a ceux ayant fait
l'objet d'une classification au niveau de l'espéce (OBITools : moyenne = 1 508 contre 5 238
lectures ; test 4, p = 1,56 X 10™* DADAZ2 : moyenne = 1 603 contre 5 366 lectures ; test 7 p
= 2,18 X 107*). Enfin, a ce seuil, les deux pipelines ont donné des classifications différentes
pour 10 échantillons, dont sept ont été classés au niveau de l'espece avec DADAZ2, mais pas
avec OBITools, et trois ont été classés au niveau de I'espece avec OBITools, mais pas avec
DADAZ2. Parmi les échantillons présentant des classifications différentes, deux contenaient
des AS des deux especes avec DADA2 : I'un classé comme O. musimon par OBITools
(contenant 1 508 lectures d’O. musimon et 11 lectures d’O. aries avec DADAZ2) et autre classé

comme Ouvis sp. par OBITools.
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Tableau 2. Nombre et pourcentage d'échantillons d'excréments de loup (n = 115) pour lesquels I'identification de la
proie du genre Ovis au niveau de l'espéce a été réalisée avec succés & l'aide du fragment OvisCR. Les résultats sont
présentés pour deux pipelines bioinformatiques (OBITools et DADA2) et deux seuils de nombre de lectures (10 et 100
lectures). Les pourcentages sont exprimés par rapport au nombre total d'échantillons et par rapport aux échantillons
présentant un nombre de lectures Ovis supérieur au seuil

Read count Pipeline I‘:lumber of sar:nples % of total samples % of samples with Ovis
threshold assigned at species-level reads above threshold
100 reads OBITools 83 72% 81%
DADA2 91 79% 87%
10 reads OBITools 96 83% 87%
DADA2 100 87% 90%

Dans l'ensemble, ces résultats indiquent que la fiabilité de I'attribution au niveau de I'espece
augmente avec la profondeur de lecture et que des seuils plus bas affectent principalement
les échantillons contenant peu d'ADN de proie, plutét que d'introduire des erreurs
d'attribution systématiques. De plus, DADA2 a systématiquement attribué un nombre
légerement plus élevé d'échantillons au niveau de 'espece qu'OBITools, en particulier a des
seuils de lecture plus bas, bien que les deux pipelines aient abouti a des conclusions similaires

lorsque la profondeur de lecture était suffisante.

DISCUSSION

Nous avons mis au point et validé un nouveau fragment mitochondrial de la boucle D
permettant de distinguer I'ovin domestique (O. ardes) du mouflon Européen (O. musimon) dans
le cadre d'études de métabarcoding alimentaire. Ce marqueur répond directement a une
limitation critique des marqueurs de métabarcoding couramment utilisés (par exemple 128
ou cytochrome b), qui manquent souvent de résolution pour distinguer des especes
étroitement apparentées, en particulier au sein du genre Ouwis, dans les régimes alimentaires
des carnivores. Une discrimination précise entre ces especes est particulierement importante
dans le contexte de I'écologie des grands carnivores, ou une identification erronée peut
conduire a des estimations biaisées des dégats causés au bétail et a des décisions de gestion

mal informées.

Identification d'un fragment diagnostique pour la discrimination des especes Ovis
En séquencant l'intégralité de la région D-loop dans 92 échantillons de référence collectés en
France, nous avons identifié un fragment de 178 pb, ici nommé OvisCR, capable de
distinguer les deux especes malgré leur proximité évolutive. La plupart des haplotypes étaient
séparés par au moins trois sites de mutation, ce qui permet une discrimination fiable au
niveau de I'espece dans la majorité des cas. De rares cas de divergence minimale, tels que
I'haplotype CR178_OMO004 identifié chez O. musimon, mais ne présentant qu'une seule
mutation par rapport a plusieurs haplotypes d'O. aries, soulignent a la fois la proximité
évolutive des deux especes (Barbato et al. 2017 ; Chen et al. 2021) et les limites inhérentes
aux fragments courts de métabarcoding.

Le fragment OvisCR a également révélé une diversité génétique significativement plus élevée
chez les moutons domestiques (35 haplotypes) par rapport au mouflon Européen (4
haplotypes), ce qui concorde avec des études antérieures (Lawson Handley et al. 2007 ;
Rochus et al. 2018). Ce schéma reflete probablement la sélection artificielle et les origines
géographiques diverses des races d'Ovis aries (Ryder 1991), contrairement aux effets de
fondateur et au flux génétique restreint observés dans les populations introduites d'Owvis
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musimon (Savouré-Soubelet et al. 2021 ; Portanier et al. 2022). Les courbes de raréfaction ont
confirmé que tous les haplotypes CR de mouflons Européens dans notre zone d'étude ont
été identifiés a partir d'un échantillon relativement petit, alors qu'un échantillonnage
supplémentaire de moutons domestiques révélerait probablement une plus grande diversité

haplotypique.

Enfin, certains haplotypes d'O. musimon correspondaient a des séquences d'autres especes du
genre Ovis et de races régionales spécifiques d'O. aries, ce qui doit étre pris en compte dans
les zones ou ces especes sont également présentes. De plus, 40% des haplotypes O. aries
détectés dans notre étude n'étaient pas référencés dans les bases de données publiques, ce
qui aurait conduit a une classification au niveau du genre si nous nous étions appuyés
uniquement sur les ressources publiques. Cela peut s'expliquer par la spécificité génétique
des races Francaises par rapport aux autres races Européennes ou asiatiques référencées dans
les bases de données publiques (Rochus et al. 2018). Par conséquent, nous recommandons
vivement que les études de métabarcoding tiennent compte de la diversité du bétail local et
integrent des ensembles de données de référence régionaux si nécessaire avant d'interpréter
les correspondances.

Application du fragment OvisCR a des échantillons d'excréments de loup
L'application du fragment OvisCR a 115 échantillons d'excréments de loup a démontré sa
valeur pratique dans un contexte empirique de métabarcoding. L'identification au niveau de
l'espece a été réalisée pour plus de 81% des échantillons avec des lectures Ovis, quel que soit
le pipeline ou le seuil utilisé. Les échantillons classés uniquement au niveau du genre Ouwis se
caractérisaient par un nombre de lectures nettement inférieur, ce qui suggere que la résolution
taxonomique était en partie limitée par la profondeur de séquencage. Afin de garantir la
robustesse de cette application, nous avons évalué plus en détail les performances du
fragment OvisCR pour différents seuils de nombre de lectures et différents pipelines
bioinformatiques.

L'utilisation de seuils de nombre de lectures est une étape critique, mais souvent arbitraire,
dans les analyses de métabarcoding (Drake et al. 2022 ; Littleford-Colquhoun et al. 2022 ;
Tercel et Cuff 2022). Dans cette étude, nous avons supprimé toutes les OTUs représentées
par moins de 10 lectures dans l'ensemble des échantillons lors de I'utilisation du pipeline
OBITools, car cette approche est connue pour retenir les séquences parasites générées lors
du PC ou du séquencage. Une telle étape de filtrage initiale n'était pas nécessaire pour
DADAZ2, car son algorithme de débruitage modélise explicitement les erreurs de séquencage
et supprime efficacement les séquences artificielles de faible abondance. Apres les
classifications taxonomiques, nous avons utilisé des échantillons témoins pour évaluer si un
filtrage supplémentaire était nécessaire. Alors qu'un seuil prudent de 100 lectures par
OTUs/AS par échantillon était justifié pour le marqueur universel 125, d'apres les données
de controle, les niveaux de contamination pour le fragment OvisCR ¢étaient
systématiquement faibles, ce qui justifiait 'exploration d'un seuil inférieur de 10 lectures.
L'abaissement de ce seuil a augmenté le nombre d'échantillons classés au niveau de I'espece
sans introduire d'erreurs de classification manifestes. Il est important de noter que l'impact
des seuils de nombre de lectures dépendait davantage du marqueur moléculaire lui-méme
que du choix du pipeline bioinformatique. OBITools et DADAZ2 ont tous deux montré une
sensibilité similaire a la variation des seuils pour un marqueur donné, tandis que les effets des
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seuils différaient nettement entre le marqueur universel 128 et le fragment OvisCR spécifique
au taxon. Cette tendance contraste avec la littérature sur le métabarcoding (Callahan et al.
2017 ; Couton et al. 2021) et justifie des recherches supplémentaires a l'aide d'ensembles de
données supplémentaires.

La comparaison de deux pipelines bioinformatiques largement utilisés, OBITools et
DADAZ2, a donné des résultats cohérents lorsque la profondeur de lecture était suffisante.
DADAZ2 a systématiquement produit un nombre légerement plus élevé d'attributions au
niveau de l'espéce, en particulier a des seuils de lecture plus bas, probablement en raison de
sa stratégie de débruitage et de sa modélisation explicite des erreurs (Callahan et al. 2017 ;
Couton et al. 2021). En revanche, I'approche basée sur les OTU mise en ceuvre dans
OBITools est apparue plus conservatrice pour les échantillons présentant une profondeur
de lecture limitée. Il est important de noter que les divergences entre les pipelines étaient
rares et concernaient principalement des cas présentant un nombre limité de lectures OvisC,
plutot que des attributions d'especes contradictoires. Cela souligne la robustesse du marqueur
OvisCR dans différents cadres analytiques.

De plus, la classification de I'haplotype CR178_OMO004 illustre l'importance d'une prise de
décision prudente dans les inférences basées sur le métabarcoding. Bien que les données sur
la boucle D complete soutiennent son affiliation a Owis musimon, Vambiguité a ’échelle des
fragments courts nous a conduits a attribuer délibérément cet haplotype a Ovis sp. plutot qu’a
une espece. Ce choix privilégie la robustesse et la transparence plutot qu'une résolution
maximale et évite de surestimer la consommation de proies sauvages dans un contexte
sensible en maticre de gestion. De telles pratiques prudentes sont particulierement
importantes lorsque des taxons sauvages et domestiques étroitement apparentés coexistent.
Enfin, bien que les résultats présentés ici démontrent l'efficacité du fragment OvisCR dans
un contexte écologique et géographique spécifique, la prudence s'impose lors de
l'extrapolation de ces résultats a d'autres especes ou régions. Cette étude ne couvre pas
l'ensemble de la diversité de la région de controle mitochondriale des ovins domestiques ou
des mouflons Européens dans d'autres régions d'Europe et d'Asie, et la valeur diagnostique
du fragment OvisCR ne doit donc pas étre considérée comme directement transposable au-
dela du contexte Francais.

Conclusions

Du point de vue de la conservation et de la gestion, la capacité a distinguer la prédation sur
Ouvis aries de celle sur Ovis musimon est essentielle. La prédation sur les ovins domestiques est
un facteur central du conflit entre ’homme et le loup en France et ailleurs (Linnell et Cretois
2018 ; Gervasi et al. 2021 ; Grente et al. 2022), tandis que la prédation sur le mouflon
Européen, bien que pertinente pour la gestion cynégétique, a des implications différentes.
Une classification erronée d'une espece pour l'autre pourrait conduire a des estimations
incorrectes des dégats causés au bétail, a des stratégies d'atténuation des conflits mal
informées et a des décisions de compensation ou d'abattage erronées.

Notre approche peut servir de modele pour des développements similaires ciblant d'autres
groupes de proies présentant des difficultés taxonomiques. Les travaux futurs devraient viser
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a ¢tendre la méthode a un ensemble plus large de taxons herbivores et a valider son

applicabilité dans diverses régions géographiques.
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