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FROGS Practice on ITS data and Workflow 
creation – correction and checkpoints
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Correction ITS
HISTORY : ITS_FORMATION_2023_PREV50
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FROGS_1 Pre-process
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FROGS_2 Clustering swarm
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FROGS_3 Remove chimera



FROGS_4 Cluster filters
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FROGS ITSx
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FROGS_5 Taxonomic affiliation



FROGS_6_Affiliation_Stat
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FROGS Tree



FROGS BIOM to TSV
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FROGSSTAT Phyloseq Import Data



Points de vigilance
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FROGS_1 Pre-process



Une quantité importante de 
artificial combined

Des échantillons avec >30% 
d’unmerged

Et d’autres à ~20%



FROGS_4 Cluster filters



Filtres à 50% de prévalence par groupe de réplicats :

Grosse perte de séquences, 
filtre à ajuster ou modifier?



FROGSSTAT Phyloseq Import Data
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FROGSSTAT Phyloseq Import Data



Le phylum des Basidiomycota est éclaté en 
plusieurs endroits de l’arbre, données Unifrac à 
considérer avec précautions

Ce bloc correspond aux multiples clusters 
artificial_combined
On le sait en comparant un historique n’acceptant 
pas en preprocess les unmerged.



Pistes stat pour ITS
SANS POST-AFFILIATION (ET DONC SANS REGROUPEMENT DE 
CERTAINS ARTIFICIAL_COMBINED)

H I STO RY I T S _ FO R M AT I ON_ 20 2 3_ PR EV5 0
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FROGSSTAT Phyloseq Composition Visualisation



Interprétation des barplots :
La plupart des outils de visualisation FROGS n’autorisent qu’une seule variable de tri.
Utiliser la variable Treatment (qui combine les deux variables Forest_management et Nitrogen) permet de 
« tricher » pour afficher deux variables dans les outils de visualisation

Différences évidentes entre Control et OMR
(augmentation des Ascomycota)
Moins évident entre with N et sans
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FROGSSTAT Phyloseq Alpha Diversity



Pas d’effet significatif du traitement sur aucun indice.
Profondeur de séquençage très faible (sous-échantillon pour le TP 
et effets des filtres à 50%)
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FROGSSTAT Phyloseq Beta Diversity

Cet outil sert à produire des matrices pour 
ensuite faire la clusterisation et la visualisation
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FROGSSTAT Phyloseq Sample Clustering



Diversité bêta – clustering :

Jaccard Bray



Différences entre Control et OMR mais pas avec l’ajout d’azote.
Meilleur clustering avec les méthodes qualitatives qu’avec les méthodes quantitatives :
les différences sont plutôt dues à des ASV peu abondants 
(quand on prend en compte les abondances les échantillons se ressemblent davantage)

Unifrac wUnifrac
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FROGSSTAT Phyloseq Structure Visualisation



Diversité bêta – ordination :

Différences entre Control et OMR mais pas avec l’ajout d’azote.
Meilleure séparation (sur l’axe1) avec les méthodes qualitatives qu’avec les méthodes quantitatives :
les différences sont plutôt dues à des ASV peu abondants 
(quand on prend en compte les abondances les échantillons se ressemblent davantage)

Jaccard Bray
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FROGSSTAT Phyloseq Multivariate Analysis Of Variance



Diversité bêta – PERMANOVA :

Il est ici possible de donner plusieurs variables séparées par des + ou * (effets additifs ou avec interaction), 
et donc plus pertinent d’utiliser Nitrogen et Forest_management plutôt que Treatment

Jaccard

Bray
Unifrac

wUnifrac

Les PERMANOVA confirment 
avec tous les indices un effet 
significatif de la variable 
Forest_management mais pas 
de la variable Nitrogen.
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FROGSSTAT Phyloseq Import Data
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FROGSSTAT DESeq2 Preprocess

FROGSSTAT DESeq2 Visualisation



Plusieurs clusters différentiellement 
abondants, dans un sens ou dans l’autre.
Et beaucoup de FROGS_combined !!! 

Rq: ces FROGS_combined ont le même 
comportement = peut-être la même 
espèce = peut-être utile de faire une post-
affiliation

Sans un paramétrage adapté ITS lors du 
FROGS_1_preprocess ces clusters aurait 
été éliminés pendant le traitement et 
n’auraient donc pas été identifiés

Seule la variable Forest_management est 
pertinente à analyser puisque Nitrogen
n’a pas d’effet significatif.

On pourrait aussi utiliser Treatment et 
faire des comparaisons entre groupes 
pertinents, mais les effectifs (en nombre 
d’échantillons dans chaque groupe) 
seraient plus petits.



Pistes stat pour ITS
AVEC POST-AFFILIATION (ET DONC AVEC REGROUPEMENT DE 
CERTAINS ARTIFICIAL_COMBINED)

H I STO RY  :  I T S _ FO R M AT I ON _2 02 3_ WI T H_ AF F I _ POST PRO CES S
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A la suite de 
FROGS ITSx et
FROGS_5 Taxonomic affiliation
FROGS_Affiliation_Stat
lancement de FROGS Affiliation postprocess
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FROGS Tree



FROGS BIOM to TSV
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FROGSSTAT Phyloseq Import Data
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FROGSSTAT Phyloseq Import Data



Attention quelques Basidiomycota qui se 
retrouvent mal placés mais arbre globalement 
congruent à l’attendu. 
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FROGSSTAT Phyloseq Composition Visualisation



Interprétation des barplots :
La plupart des outils de visualisation FROGS n’autorisent qu’une seule variable de tri.
Utiliser la variable Treatment (qui combine les deux variables Forest_management et Nitrogen) permet de 
« tricher » pour afficher deux variables dans les outils de visualisation

Différences évidentes entre Control et OMR
(augmentation des Ascomycota)
Moins évident entre with N et sans
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FROGSSTAT Phyloseq Alpha Diversity



Pas d’effet significatif du traitement sur aucun indice.
Profondeur de séquençage très faible (sous-échantillon pour le TP 
et effets des filtres à 50%)
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FROGSSTAT Phyloseq Beta Diversity

Cet outil sert à produire des matrices pour 
ensuite faire la clusterisation et la visualisation
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FROGSSTAT Phyloseq Sample Clustering

Pour chacune des tables: cc, bray, unirac et wunifrac



Jaccard Bray



Différences entre Control et OMR mais pas avec l’ajout d’azote.
Meilleur clustering avec les méthodes qualitatives qu’avec les méthodes quantitatives :
les différences sont plutôt dues à des ASV peu abondants 
(quand on prend en compte les abondances les échantillons se ressemblent davantage)

Unifrac wUnifrac
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FROGSSTAT Phyloseq Structure Visualisation

Pour chacune des tables: cc, bray, unirac et wunifrac



Diversité bêta – ordination :

Différences entre Control et OMR mais pas avec l’ajout d’azote.
Meilleure séparation (sur l’axe1) avec les méthodes qualitatives qu’avec les méthodes quantitatives :
les différences sont plutôt dues à des ASV peu abondants 
(quand on prend en compte les abondances les échantillons se ressemblent davantage)

Jaccard Bray
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FROGSSTAT Phyloseq Multivariate Analysis Of Variance



Diversité bêta – PERMANOVA :

Il est ici possible de donner plusieurs variables séparées par des + ou * (effets additifs ou avec interaction), 
et donc plus pertinent d’utiliser Nitrogen et Forest_management plutôt que Treatment

Bray

Unifrac

wUnifrac

Les PERMANOVA confirment 
avec tous les indices un effet 
significatif de la variable 
Forest_management mais pas 
de la variable Nitrogen.

Jaccard
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FROGSSTAT Phyloseq Import Data
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FROGSSTAT DESeq2 Preprocess

FROGSSTAT DESeq2 Visualisation



Plusieurs clusters différentiellement 
abondants, dans un sens ou dans l’autre.
Et 2 ASV FROGS_combined !!! 

Sans un paramétrage adapté ITS lors du 
FROGS_1_preprocess ces clusters aurait 
été éliminés pendant le traitement et 
n’auraient donc pas été identifiés

Seule la variable Forest_management est 
pertinente à analyser puisque Nitrogen
n’a pas d’effet significatif.

On pourrait aussi utiliser Treatment et 
faire des comparaisons entre groupes 
pertinents, mais les effectifs (en nombre 
d’échantillons dans chaque groupe) 
seraient plus petits.


