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1 CONTEXTE GENERAL DU PROJET

Les opérations de restauration écologique (ORE) des cours d'eau se multiplient, notamment sur les
TT1 AOAOD AmgEml OAT 60 AO 2EET A OA1 O NOdkjouldBul difcie @QET A 8
évaluer de par (1) la méconnaissance des états initiaux, (2) la forte variabilité associée a des contextes
bruités par de multiples facteurs, et enfin (3) la dynamique temporelle des ORE. De nos jours, les ORE sont
évaluées gracea des mesures de biodiversité (p.exommunautés de zoobenthos) qui dépendent de
méthodes d'identification morphologique qui sont a la foispeu sensibles(Dolédec et al 2015) et qui
nécessitent un fort effort d'échantillonnage (Vaudor et al 2015) et sontahc onéreuses De plus, ces
mesures de biodiversité classiques apportent uneision incompléte de la biodiversitécar elles ne prennent

pas en compte des groupes ubiquistes difficilement identifiables morphologiquement (e.g. diptéres,
acariens, oligochetey mais qui pourraient se révéler étre de trés bons indicateurs (Cafiedo et al 2016).
L'identification moléculaire de communauté entiére [e métabarcoding pourrait lever ces verrous en
apportant de la précision taxonomique mais également eméduisant les temps et les coits d'identification

et des suivis, permettant ainsi des suivis en routine plus longs et plus fréquents, avant et aprés restauration
(Ji et al 2013). De plus le métabarcoding peut s'appliquer sur les mémes échantillons que resthodes
classiques (p.ex. Surber de I''2M2) permettant & la fois de maintenir une continuité dans les protocoles
d'échantillonnage mais également de s'affranchir des problemes liés a [utilisation des ADN
environnementaux et leur transfert dans les hydrogstéemes. Néanmoins, il n'existe pas aujourd'hui de

protocole de métabarcoding en cours d'eau standardisé et opérationnel pour des échantillons de Surber.

2 OBJECTIFS DU PROJET

Dans ce projet, nous avons proposé de tester sur le bassin ted ! | AdiférEntsAprotocoles de

i T OAAAOAT AET ¢ AO AA 1T AO AiT £Z01 1T O6A0 AOC® APDPOI AEAO i
et l'apport des différents protocoles moléculaires pour le suivi des communautés de macrozoobenthos.

Plus précisément, nous avons saité (1) déterminer quelles méthodes moléculaires sont les plus
efficaces pour décrire les communautés du macrozoobenthos de I'Albarine et (2) identifier un/des

poOi 01 AT 1 A} 6q AEEEAAAA] 6Qh 1 Di OAOGET 11 Al é PgmphlisiiangEA AE T 4
Ol AT 1T OAGOA /2%w8 , 61 AEAAOEAL POAI EAO AO POT EAO i OAE(
améliorer les estimations de biodiversité aquatique et permettre des suivis temporels a long terme des
opérations de restauratid h  AOh AAT O T A AAAOA AA 18!'1 AAOET Ah Adi C

~

000 16!'1 AAOET A AOGAA O1 COAET AAAOAI 6p PiIi OO £EIT NOo
malheureusement peu informatives dans le suiviORE etdansAni T OAGOA ABET OAOI EOOAT A
2
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3 PROBLEMATIQUES & PHASES DU PROJET

Ce projet se focalise sur un type d'échantillon normaliséles Surber tels qu'ils sont utilisés dans la norme

I2M2. Ces échantillons sont fixés a l'alcool et contiennent une part nérale (sable, gravier) et une part
organique z elle-méme composée d'organismes et de matiére organique particulaire (litiere,
OPAOI ADPEUOAOR AOA8Qs , A DOl OT AT 1T A AA: eltracivA ABNDAT AET
AT OEAEEOOAIT A1 O Aifdatibon/mnolétdak€) sequintdfeieh trai@ment bionformatique (Liu

et al 2019). Plusieurs protocoles peuvent étre établis pour chacune de ses étapes. Ce projet se concentre
initialement sur les deux premiéeres étapes ou les choix des protocoles peuvemnsiblement affecter la

description des communautés de macrozoobenthos (Elbrecht et al 2017).

Problématigue 1 : Extraction ADN

01 OGEAOOO I AOOEAAO OI 10 AT OEOACAAAT AOG i1 60O 1 8ABO0A,
- le « tri -pool-broyage » ou bulk . Il correspond a la matrice ADN la plus utilisée et consiste a

sortir les organismes de I'échantillon puis a les grouper, les broyer et extraire les ADN de ce broyat (p.ex.

Elbrecht & Steinke 2019). Cette méthode a l'avantage d'étre robuste car elle élimites potentiels

inhibiteurs des réactions en aval mais elle nécessite un travail conséquent de tri en amont qui augmente

fortement les colts et les risques de contamination ADN entre échantillons. De plus, elle implique la

destruction des organismes échaiiftonnés.

-le bulk in toto . Contrairement au bulk, le principe ici est de broyer l'intégralité de I'échantillon
i T OCAT EOIi AGh Ai AOEO Oi ¢ci OAOoh OAAI Ah AOA8Q AOGAT O A
AEZAZZEAET A U 1 A OO pdkt ndhiorgatiqué® @A 'échddiifon dst irhpArtante ou quand les
inhibiteurs de réaction sont abondants (p.ex. acide humique). Bien que plus rapide, économe, diminuant
les biais opérateur.ices et préservant des contaminations ADN inté&chantillons, ce probcole implique

également la destruction des organismes.

- I'éthanol de conservation. , A DOET AEPA AOO ABABOOAEOA 148! $.
1871 OEATT1T AA AT 1T OAOOGAOQGEITT AAO i AEATOEITITT 068 #AOOA I
conserver tous les organismes d'un échantillon pour d'éventuelles futures analyses (Gauthier et al 2020).
Néanmoins, les ADN de I'éthanol sont généralement de moins bonne qualité, en faible concentration et des
inhibiteurs de réactions peuvent aussisetrt®@ OAO AAT O 1871 OEATT1 AA AT 1T OAOOA

Problématique 2 : Enrichissement

Les extractions d'ADN (obtenues a partir de l'une des trois matrices précédentes) doivent ensuite étre
enrichies en marqueurs d'identification moléculaire (ici, le géne de la COI polas animaux). Il existe a ce

jour deux méthodes d'enrichissement
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- la PCR (Polymerase Chain Reaction). C'est la méthode classique d'enrichissement en
métabarcoding. Elle a 'avantage d'étre simple, rapide et peu colteuse, mais présente le défaundatrer
AAO AEAEO Ao Ai Pl EEEAAQETT Al EAOAOO AAEKEDDeEst O OA(
2015). Ainsi certaines espéeces seront moins bien, voire non, amplifiées. Par conséquent, elle peut étre non

exhaustive et ne permet pas @'stimer de maniére fiable les abondances relatives des taxons.

- la capture par sondes . La capture utilise des sondes ARN qui s'hybrident aux fragments
AGET Oi 0608 )I AOO bPi OOEAIT A AA OUIT OEi OEOGAO O1T0 COAT 7
AAOAOQq pPAOI AOOAT O AR AADPOOOAO OT A COAT AA AEOAOOEOD
spécifigues sont largement diminués et les abondances relatives sont mieux estimées malgré des

optimisations nécessaires (Gauthier et al, 2020).

Problématique 3 : Applicabilité et transférabilité au suivi des ORE

I pOT O 1T A TEOGA Al bl AAA A301T bDPOIT OTATTA AA 11 OAAAOA
efficacité sur des échantillons récoltéinsitus ! 1 EAOOA AAOOAlpkrikbentétAAAE AOO |
, A AAOOGET AA 16!'1 AAOETA AOGO O1 AAOOET 001 O OOEOE ¢
Lyon-Villeurbanne) : suivi depuis 2007, campagne 12M2 (2012 ntp ygqh HOT EAO ' &" 0060
(2016-2020) et projet Horizon DRYVER (20238 8 #A O OOEOEO DPAOI AOOAT O AGAOI
de la diversité taxonomique présente sur ce bassin. De plus.eitiste trois ORE en cours sur le bassin.

, 6! 1 AdstQianc #éal pour tester différents protocoles de métabarcoding sur Surber évaluer leur

applicabilité pour le suivi d'ORE.

Phases du projet
, A POTEAO O8AO0O AOOEAOI T Al AEEAE OA1I 6AO PEAOAO

La premiére phase A AT 1T OEOOT A1 161 OAO AAOG 1 EAOG@® AAOG i OOAAO
utilisés dans le cas des communaés du macrozoobenthos échantillonnées par Surber.

La deuxieme phase a été méthodologique et a eu pour objectif de tester les différents protocoles
ABADOOAAGEIT !'$. 11 AATOi O AGAPOT O 1T A 1 EOOI OAOOOAS
La troisiéme phase aconsisté enl 8 ADDIAEGA ABDEITOT AT 1T A ABABOOAAQETT ! $.
des échantillons prélevésnsituO OO 1 6! 1 AAOET A8 S$SE&AA OAT OAO 11 OET AAO
la littérature devaient étre évaluées durant cette phase. Les résultats duétabarcoding ont été comparés

U AAO@ AA 1 3EAAT OEEAEAAQOEIT OO0 AOEOI OAO i1 OPETIT CE|
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La quatritme phase BT OOAEO 000 1T A OOAT O& OAAEI EOi AO@ CAOOE
technique sur le protocole détaillé de métabarcoding utilisé dans le projet (Livrable 1) et une/des

ET 60T i Aj 6 AA &£ Oi AGETT U 1686ET OAT OET 1T AARAO CAOOETITT.
Livrables

Liviablel d AA 1T EOOAAT A AT OOCAOPTITA U 18!. . %8 %-tate dédndle DOi O/
dossier DocSupp_Rapp_finaljoin§ )1 O8ACEO AO BOT Ol AT 1T A Ai OAEI 11 1 E

AT i Pl OOAT O 1AO DPOi AT TEOAQGETT O PI 6O 1A OAOOAET U 138
avant séquencage.
Livrable 2 : ce livrable a été rendu sous deux formesune demiET OOT i A Ad1 AEAT CAO AO A

méthodes moléculaires a la SR3A le 31/08/2021 et un café ZABR organisé par le GRAIE avec plus de 100
participant.es le 22/09/2023.

Livrable 3 : ce livrable correspond & lgpartie <0 (! 3% o d ! PPl EAAAE]I EOQi A8 01 ¢
ausuiviOREZ AO DHOi OAT O OAPDPI 008 )i OBACEO AA 106A
1 8APPOT AEA 11 OPEIT 11 CENOA InGODANRAOI 6§ AEAAOET A81 O
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4 METHODES &RESULTATS

PHASE 1 Etat des lieux des études et protocoles de métabarcoding

Cette phase a permis de sélectionner plusieurs protocoles pouvant étre utilisés sur les échantillons de
300AA08 , A OAAEAOAEA bi OOAEO OOOh I  BoBS. AROEBhITT AT 41
ET O1I 0 1T AEO AOOOE OO0 1 A0 AEAEAE OAT OAO i1 OEI AAO Ad.
A la suite de cet état des lieux, il a été décidé de ne pas poursuivre le travail sur les méthodes

A8 AT OEAEEOOAI AT O | POT Al iOOMOEGBOA GiasA O A ADB@A Oh 11AA A/
1 A0 AOAT OACAO NOBGAIT 1T A PAOO ApPi OOAO AT Al i PAOAEOI I
par sondes ARN demandait un investissement en temps et argent que le projet MISTRAL ne peraitgias

pi 60 1 bDOEIi EOAO AAOOA 1i OETATTTCEA8 $A biI OOh i OAT O
OOEI EOAOCETT 18i OAEO PAO PAOOET AT OA AAT O 1T A AAAOA A
pour les gestionnaires.

PHASE 2 QuelpO1 OT AT 1 A ABAGOOAAQEITIT !''$. BI OO 1 A0 i AEAT OEI

Test in vitro sur des communautés artificielles z Méthodes

Un enjeu majeur concernant les échantillons de Surber est la présence de la matieror désirée» dans

les échantillons (sable, gravi®@ Oh 1 EQOET OAh AOA8Qq NOE bDAOOAT O OADBC
1 61 AEAT OEI 1 bulk @®nsistaht eh |A Aa@d oydnismesz OT ENOAT AT O AA 187 AEAI
i OOAET A AO TA AAT AT AA DPAOG AA 11 OOAI 1 ndatiice 6thaAdEek IE NOA O8

matrice bulk in toto. A partir de la phase 1, des protocoles adaptés a la matreh et a la matricebulk in
toto ont été élaborés. Les différents protocoles et leur colts et temps associés sont disponibles dans le

dossier DocSuppRapp_final joint.

Pour évaluer ces différents protocoles, des communautés artificielles ont été congues contenant 10 espéces

du macrozoobenthos et différents substrats présents dans les échantillons Surber (Tableau 1, Figure 1).

Les espéces ont été choissepour représenter un large panel taxonomique et des traits morphologiques
AEOAOO AO O1 10 ARG AOPT AAO MEAAEI AI AT O EAAT OEEEAAT A

AObTt ARO POT AEAO 16871 OAEO bDi OOE AT donniels® One Atdtionidédnnéd 1 1 1 A
A6ADPOT O O OOEOE AA bl OOEAOOO AT1Ti AOQ j 4AAT AAD c¢h .
g UNIVERSITE - " 6
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Figure 1. Substrats ajoutés dans les communautés artificielles. (a) Algues, (b) Sable, (c) Graviers, (d)
Bryophytes et (e)Litiere + vase.

Tableau 1. Date et lieu de collecte pour les substrats ajoutés dans les communautés artificielles

Type | Date collecte Lieu collecte
Algue | 25/02/2021 Canaux LEHNA
Sable | 25/02/2021 Rizan- Miribel
Graviers | 25/02/2021 Rizan- Miribel
Bryophytes | 25/02/2021 Albarine - Brénod
Vase + Litiere | 25/02/2021 Etang LEHNA
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Figure 2. Espéces composants les communautés artificielles. @drbicula fulminea (b) Drusus annulatus
(c) Brachyptera risi (d) Chironomus riparius (e) Glossossoma conformé) Asellus aquaticus(g) Tubifex
tubifex, (h) Epeorus assimilis(i) Riolus subviolaceuq]j) Potamopyrgus antipodarum

Tableau 2: Especes utilisées pour les communautés artificiel

Biomasse seche

Ordre Espéeces Date Lieu de 10 organismes Traits
P collecte collecte 9 (mg) (taille - sclérification)
Fontaine moyennex
Trichoptera Glossossoma conformq 17/02/21 noire 47.1 téte sclérosée/ fourreau / forme en
étui
Coleoptera Riolus subviolaceus| 17/02/21 Charabotte 0.9 petite 7
p ' fortement sclérosée
- Valserine- grandez
Ephemeroptera Epeorus assimilis| 19/02/21 Lelex 120.2 sclérosée
moyenne-
Trichoptera Drusus annulatus | 19/02/21 Brénod 7.13 téte sclérosée/ fourreau / forme en
étui
- . moyennez
Plecoptera Brachyptera risi | 19/02/21 Brénod 27.23 sclérosée
Elevage- etite
Haplotaxida Tubifex tubifex | 18/02/21 GREBIL 35 petite
corps mou
SARL
. Etang grandez
Isopoda Asellus aquaticus| 19/02/21 LEHNA 56.47 sclérosée
Pierre- grandez
Venerida Corbicula fulminea | 23/02/21 Bénite 165.7 mollusque a opercule / coquille /
forme en étui
o — petite 7
thtonnlmorpha Pg;%mgggrrgrl:]s 23/02/21 Egzife NA mollusque a opercule / coquille /
p forme en étui
Elevage- petite/moyenne Z
Diptera Chironomus riparium | 25/02/21 INRAE 1.7 téte sclérosée
(Ecotox)
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1. les flacons ont été remplis
avec 150 mL de liquide de
conservation (TNESUrea
ou éthanol 96%)

Zone Atelier Bassin du Rhéne

CAG AT 11 061 ABOT O

2. durant la semaine du
17/02/21 au 25/02/21, les
individus ont été récupérés
AAT O AAOG AT C
élevage) puis placés vivantg
dans les flacons (10
individus par espéce)

#1171 01 AGOi 6 AOOEAEAEAI T A<

Vérification a la loupe
de terrain

espéces (25/02)pour le liquide de conservation éthanol

96 % (gauche) et TNESJrea (droite)

3. le volume que
représentait les organismes
a été mesuré (~28 mL) et 1
volume de chaque substrat
a été ajouté dans les
communautés apreés tri des
i OCAT EOI A0 06
nu des substrats (cad ~ 28
mL par substrat)

40E AAO

I OCA

TEOIAO U 18GEI

droite)

4. le volume du liquide de
conservation a été ajusté
pour avoir un ratio de 2: 1
entre le volume de liquide
de conservation et le reste
AA 1871 AEAT OEI
+ substrats)

Les communautés artificielles ont ensuite été laissées a incuber 2 semaines avant que leur ADN soit extrait.

4

#1011 01 AOOi O AOOEAEAEAIT A
pour le liquide de conservation éthanol 96 %
(gauche) et TNESJrea (droite)

Différents protocoles ont été testés combinant des prétraitements et des extractions différents (Figure 3).

9
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Les détails des protocoles et leur co8t et temps associés sont disponibles dans le dossier

DocSupp_Rapp_final joint a ce rapport. Une communauté de composition macrozoobenthos identiqgue mais

OA1T O OO0A &dieehdk) g chadehen(Eté faite et a servi comme contréle positiflors ded i OAT OAOQOE

ARG POl OI A1 A0 AGAQOOAAOEIT T8 $AO0 OilTEITO TiGCAOEEAEO

i Oi ET Al 00 AAT O 16Aobi OEAT AA8 , A &EGCOOA ¢ DOi OATC
167 OAT OAOEIT T A A énalpsesistaristifued adsociedsO 1 AO0O0

, 61 OA1l OAOCEI 1T AA 1 A DPAOA&I Of ATAA AAO AEA&EA OAT 00 bDOI

mesuresd, j pqQ 1T A NOAT OEOi AO T A NOAITEOI AA 138ABOO0OAAQEI
rapportée au mg extrait permettant de mesurer le rendement) et via la mesure du ratio A280/260,
A260/230 et [Qubit)/[Nanodrope] N j ¢q 1T A OOAAT O AA o#2 OEA 1686AIl Pl E AE
(amplifiant différentes tailles de fragments, Tableau 3) et (3ka quantification spécifique via la mesure du

nombre de copies 16S (total et rapporté au mg extrait permettant de mesurer le rendement) pour chaque

espéce présente dans les échantillons (Tableau 4).

Pour chaque matrice ADN, des modéles linéaires (quantitd ADN) ou des modeéles mixtes linéaires
(nombre de copies 16S) ont été utilisés pour déterminer s'il existait une différence statistiquement
significative de la quantité d'’ADN ou du nombre de copies 16S entre les prétraitements, les méthodes
dextraciono® 1T AO DPOI OT AT 1 A0 j bOi OOAEOQOAI AT OOGei i OET AAO A

le protocole comme variable indépendante ont été construits pour chaque matrice ADN et pour chaque

Qu

espece (effet aléatoire sur la communauté). Les modeles linéairesixtes avec le prétraitement ou la

méthode d'extraction comme variable indépendante ont été construits pour toutes les especes ensemble

i AEEAO Al i AOT EOA OO0 16AOPT AAQs , A0 1T AT1 AO OECT EA
groupes différaient. Pour les analyses de prétraitement et d'extraction de I'ADNulk in toto, des données

ont été supprimées afin d'obtenir un plan expérimental complet (PMS pour le prétraitement, UREA et
BUFFER pour la méthode d'extraction). De plus, les modélesItADNbulk in toto ont uniquement comparé

les protocoles de I'ADMNulkintotoU 1 A O7 &£ OAT AA AOI Es , A 1 EAT Al 60OA A
et nombre de copies 16S a également été évalué. Pour I'ABfdh, un modéle linéaire généralisé (fantie

binomiale) a été utilisé pour le tester. Pour I'ADNbulk in toto, un modéle linéaire mixte avec le protocole

comme effet aléatoire sur l'intercept a été utilisé pour le tester. Enfin, la cohérence entre réplicats de

protocole a été évaluée a l'aide dtest de Levene.

La partie Test in vitro sur des communautés artificielles z Résultats ci-apres présente les résultats. Un

article scientifique pour valoriser cette expérience est en cours de rédaction.
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w
Ez |l 4
é g 1112 volumes : conservation liquid &/ @ / *
= 8 ----------------- Algae Ssand Gravel Bryophyta  Littar
3
-1 /s
58 = 5 T4 e
8 © 5 volumes : debris (1 volume of each) @ ,251'&} @ ‘[% ,7_’%/// @/}K{
= 1 volume : organisms — » ‘ Wi (‘4 N ) ‘
X 24 mock communities (MCs) Cfulminea  Eassimilis Aaguaticus G.conforme ~ Burisi D.annulatus  Tiubifex Criparius R subviolaceus Pantipodarum
v Incubation 2 weeks
etDNA btDNA
Salt precipitation Filtration TNES-Urea Wet grinding etoh | TNES buffer | Wet grinding buffer Dry grinding
PRECIP FILT UREA : ETOHWET BUFFER TNESWET i DRY
U] H
z 3MCs 9 MCs 3MCs : 3MCs ‘ 3MCs e 22"§SFFER) : 3MCs
ﬂ 3 extractions/MC 1 extraction/MC 2 extractions/fMC : 3 extractions/MC i 2 extractions/MC : 3 : * 3 extractions/MC
S : : : : extractions/MC
Q H H i i
o lx H i i i :
3|6 & 6 & <L 0 L M,
o : : :
E o
] [7"‘**-77——7_, e e T
E e S Implementation
= simplicity
=] ; :
= H H
3 Salt extraction : Bead purification | Blood & Tissue Phenol:chloroform:isoamyl Power Soil Pro Power Max Sail
E SALT BEAD TISSUE PCI PSP PMS
& g 3 PRECIP 3 PRECIP 3 PRECIP 3 UREA (30 mL) 3 UREA (500 pL} 3 ETOHWET (10 g)
= 3FILT 3FIT 3FILT 3 ETOHWET (15g) 3 ETOHWET (250 mg) 3TNESWET (10 g)
a|Q 3 BUFFER (30 mL) 3 BUFFER (250 pL) 3 DRY (10 g)
I 3TNESWET (15g) 3TNESWET (250 mg)
E 3 DRY (15g) 3 DRY (250 mg)
3 /
[a] ~ :/ Y
o C @) { |
A /
\_7_/ O
Price
4
% g Measure of DNA concentrations PCR : 3 primer pairs qPCR 16S : 1 primer pair per species)
g l
@3
<z Total extracted DNA quantity Total 16S copy number
£ - PCR success
i | Total extracted DNA quantity per mg (btDNA only) : Total 16S copy number per mg (btDNA cnly)
z { Ime log(copy nb + 1) ~ preprocessing + 1|species
=] Ime log(copy nb + 1) ~ extraction method + 1|species
';: Im log(DNA quantity + 1 ) ~ preprocessing for each species: Ime log{copy nb + 1) ~ protocol + 1|MC
IS Im log(DNA quantity + 1 ) ~ extraction method posthoc, fdr adjustment
- Im log(DNA quantity + 1 ) ~ protocol
§ posthoc, fdr adjustment same with copy number per mg (btDNA)
w :
g same with DNA quantity per mg (btDNA) link to biomass
w : etDNA: glm copy nb ~ biomass, binomial family
'E : btDNA: Ime copy nb ~biomass + 1|protocol
@ Consistency of protocol replicate measurements: Levene's test
Figurea8 21 O0i i AA 186A2Dbi OEAT AAGABOOAROEIRE £&E5 OAIOOO & ¢
AOOEZEAEAI T AO AA 1A T EOCA AT DI AAA AAOG AT 11 O1 AGOi O C
A1 OCAT EOI AGh AA OOAOOOAOO AO AA 1T ENOEAA AA Ail1OAO

O
et un cortréle positif (matrice Bulk) ont également été traités contenant du liquide de conservation et du

I ENOEAA AA AT 1T OAOOAOETT AO AAO 1T OCAT EOI Adbh OAOPAAOD
pour le prétraitement uniqguement, car c'est I'étape par laquelle cette information est pertinente. Le prix

a été ajouté a l'étape de la méthode d'extraction uniguement pour la méme raison. Les détails de tous les
protocoles ainsi que leur colts et temps associés sont disponibles en anglais (extraction) etigais (pré
traitement) dans le dossier DocSupp_Rapp_final joint a ce rapport.
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Test in vitro sur des communautés artificielles z Résultats
10A1 OEOi Ad! $.

2AT AAT AT O AGAQOOAAOQEI
Les ADN extraits ont été quantifiés avec un kit Qubit dsDNA et avec un Spectrophotometre Nanodrop
permettant aussi de mesurer les ratios A280/260, A260/230.
D0 a une concentration faible dans certains échantillons (<20 ng/yL) ou a la présence de contaminants
Oi OEAOAT O AAT O 16711 OAO AGAGOOAAOETT | AGOOAAQET I
Aopl 1 EOAAI AO NOA bpI OO0 O1 111 AOA O0O1T O ZAAEAT A Adi AEA
(concentration Nanodrop, ratios A28R260 et A260/230 et ratio [Qubit]/[Nanodrop]).
ADN etoh (ADNet)
of 60 18!'$. AOh AOAOT A AEA&EA OAT AA [
00i AEPEOAOEIT AO OAl j&Ec8toh DOARRDRERDIX(uedH. | AO
Des différences significatives ont été observées entre 2 paires de protocolele protocole FILT*SALT
significativement supérieur au protocole PRECIP*BEAD (t=3.79 pvalue=0.01) et au protocole

PRECIP*SALT (t=4.25, pvalue=0.01). Le test devene n'a pas révélé de différences de variance
significatives entre les protocoles (F=1,11, pvalue=0,4).
ADN bulk in toto (ADNbt)

Concernant les traitements, le broyage sec (DRY) et tampon (TNESWET) étaient significativement

supérieurs aux trois autres taitements (UREA, ETOHWET and BUFFER, ANNEXE 1 Tableau Al).
#1 1T AAROT AT O 1AO 17 OET AAGO AGAQOOAAOCEI T ORh T A EEO 01 x.

significativement plus élevée que le kit PowerSoilPro (PSP,-t=8 yt h D OAI OAE n8autmmt¢ q A (
PhenolChloro (PCI, t=4.38, pvalue=0.0003).

La comparaison des différents protocoles au protocole de référence (ADN bulk) montre (i) que 3 protocoles

étaient équivalents a la référence (TNESWET*PSP, DRY*PCI, DRY*PSP), (ii) que tous les pratdeils

étaient supérieurs a la référence (figure 4) et (iii) que les protocoles restants étaient inférieurs (UREA*PCI,

I AGAOOT A j ! .. %8%
montraient plus de différences entre eux (t=t 8 v L h

AO

Rapporté au mg extrait, aucune différence§ii E AEAAOEOA AT OO0OA

UREA*PSP, ETOHWET*PCI, ETOHWET*PSP, BUFFER*PCI, BUFFER*PSP) (Figure 4, ANNEXE 1 Tableau A2).
16A P

1A0 NOAT OEOI O

4AAT AAO 'pq8 'O T EOAAOD

DOAT OAE N8 @ ¢ @stait ivféridurel 8 A @O (

aux deux kits (avec PMSt=-4.5557, pvalue=0.0004 avec PSPt=-4.051, pvalue=0.0007). Ainsi, rapporté

1A0 AAO@ EEOO ABAQOOAAOQEII

MISTRAL Rapport final

pOi OAT O/
comme équivalents. Finalemen les quantitts ADN au mg extrait de tous les protocoles étaient

significativement inférieurs a la référence (bulk en rouge, Figure 4, ANNEXE 1 Tableau A2).
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(a) etDNA - total extracted DNA quantity (b) btDNA - total extracted DNA quantity (c) btDNA - extracted DNA guantity per mg

IS

l l Extraction

method

@

® SALT
% ® BEAD
[a]

® TISSUE

k]

o
L]

25 ® PCl

PSP
@ PMS
® BULK

log(DNA quantity(ng) + 1)
2
—e
—e
—e

log(DNA quantity(ng) + 1)
P
—8
log(DNA gquantity per mg(ng) + 1)

—e

=
=

[a]
b=}
00 o

L ]
-

[ ]
)

PRECIP 1
FILT 4
UREA
ETOHWET
BUFFER
ESWET
DRY
BULK
UREA 1 ®
ETOHWET
BUFFER | ®
ESWET
DRY
BULK

TN
TN

Preprocessing

Preprocessing Preprocessing

Figure 4. Log quantité minimale, médiane et maximale de I'ADN total extrait pour ldgférents protocoles
utilisés pour I'ADNet (a), 'ADNbt (b) et rapportée par mg extrait pour 'ADNDbt (c). (b) et (c) incluent
également les mesures du protocole de référence bulk. Chaque protocole correspond a un prétraitement
(x) associé a une méthode dxtraction (couleurs). La signification des abréviations des prétraitements et

des méthodes d'extraction est disponible dans la Figure 3.

Inhibition des réactionsenaval , 0#2 AOAA DBl OOEAOOO Al OPi A0 ABAIT OA
1 0A00A AT OPI AO Ad A4 /1)YOARIOO ALIANI Al @ OBEICEDIAO BT OO 1 8 E!
amplifiant des fragments de tailles différentes (Tableau 3) ont été testés sur les échantillons. Les PCR ont

été faites avec le kit Qiagen Multiplex PCR Plus Kit dans 25 uL avec 0,50 uM dgudamorce et en suivant

1 A0 POIT OT AT 1 AO AGAI PI EAXAEAAOCETT AAO AOOAOO¢EAAODS

Pour I'ADNet, tous les protocoles ont amplifié les trois amplicons ciblés, a I'exception des protocoles
PRECIP*BEAD et FILT*SALT qui n'ont pas réussi a amplifier I'amplicon FwhF1/Fh pour 1 des 3

réplicats. Pour 'ADNDbt, 9 protocoles sur 13 ont amplifié avec succes tous leurs réplicats pour les trois
amplicons. Les 4 protocoles restants étaient les suivant$JREA*PCI dont seulement 2/3 des réplicats ont

amplifié BF2/BR2 et 1/3 a anplifié¢ mICOIintF/jgHC02198 ; ETOHWET*PCI dont seulement 1/3 des
réplicats ont amplifie BF2/BR2 ; ETOHWET*PSP qui n'a pas amplifié lI'amplicon FwhF1/FwhR1, et
BUFFER*PCI qui n'a pas amplifié FwhF1/FwhR1 pour 1 des 3 réplicats. Pour la référence bulk, les 3

réplicats ont amplifié avec succes les trois amplicons.

13
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Tableau 3. Amorces COI utilisées pour les PCR.

Nom Séquence oligonucléotidique Nom Séquence oligonucléotidique Longueur
amorce q 9 X qu amorce q 9 - qu (paire de Litt érature
Forward } Reverse } bases)
Elbrecht &
BF2 GCHCCHGAYATRGCHTTY BR2 TCDGGRTGNCCRAARAAY 421 Leese, 2017
FWhF2 GGDACWGGWTGAACWGTWTAYCCH EPTDr2n CAAACAAATARDGGTATTCGD 171 Leesezgtzi‘"
Vamoset al,
FwhF1 YTCHACWAAYCAYAARGAYATY! FwhR1 ARTCARTTWCCRAAHCCH( 142 2017
mICOlintF  GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCC' HCO02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAAT 313 Lerayzeotlag,

Quantification spécifique ¢, | AOOOA AA 16! 3$. ABOOAEO AAO AEAEME OAT C

#AOOA AT A1l UOA AOGAEO bpi OO0 T AEAAOEA Adi OAI OAO OE AAc

DOT OT AT 1 A0 ABA@OOAAQEIT OOEI EOi Gibmagsd 1 AOOO OOAEOO |
51 OOAOAEIT AiT10i NOAT O AA bi OBOEAOOO ITEO A i 0 ATTC
AOPT AABRAEIORAGOA AT 1T AAPOEI 1T AB8AI T OAAO NOE Al Pl EEEA
artificielle sans amplifier les autres. Plush OO0 ET AEOEAOO AA AEANOA AODPT AA 1
Oi CET 1 AO po3 A i Oi Al P1 EEZAET A AOGAA 1T AO - Al 1 0O

CCGGTCTGAACTCAGATCAGGEq A O ({CECAAGTTTATCAAAAAGAT=2q AO Oi NOAT A
séquences obtenuesontéte AOOT UT AO AO AT ECiIi AO AOGAA ABAOOOAO Oi |
les communautés artificielles si elles existaient (NCBI). Puis, pour chaque espéce, des zones conservées au
OAET AA 18A0OPT AA AO 001 O OA OEtfides iddico/EAsAitA, lelr Apécifiditd OO A O
A 1 0i Oi OEZEiT A AO 1T POEIi EOI A PAO AAO o0o#2 EOONOGGU 1
spécifiques par gPCR. Une fois la méthodologie validée, elle était vérifiée en gPCR avant de passer les vrais

échantillons. Au final, des amorces ont pu étre congues pour 7 espéces sur 10 (Tableau 4). Pour les 3 autres

AOGpi AAOGh EI 1T6A PAO i Oi DBiI OOEAT A AA Al 1 AMEBdeERCRAAO
ont été congues et ajoutées a la qPCR paugmenter la spécificité mais, malgré de nombreux tests, nous
TA O1Ti 1T A0 PAO AOOEOi ¢A0 U AAO Ai Pl EEEAAOEI T O ODPi AE

01 60 AEANOA AOPT AA AOGAA O1 AT Obpi A A OAI T OAAOG ODBPi AE/
dans 10uL de réaction avec 0.50uM de chaque amorce (SsoAdvanced Universal SYBR Green SuperMix
Biorad). Le programme qPCR était le suivantdénaturation initiale a 98°C, 3mn, suivi de 40 cycles de
dénaturation & 98°C, 10 sec suivi de 30 sec a la tempéra&td AS EUAOEAAOQEI 1T OPi AE EET
AOT A T AT O AODOOGA AA oul# U wul#38 , A0 No#2 1106 i Oi

ARO AODPI EAAOO 1671 OAEAT O DAO AT Ei OAT 60O
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Tableau 4 Amorces de gPCR utilisees pour la quantificatiorpgcifique des especes des communautés artificielles. Pour chaque espece, les amorces forward
AO OAOGAOOGAR 1T A OAI Pi OAOOOA OPi AEEAENOA ABGEUAOEAAOQOETT AO rtfickleNOAT OEOiI  AA

Quantité de biomasse
Température  représentée par les 10

Espéce Amorce spécifique /£l O x A oAb T T OAA OPi AEAENO AGEUAOEAAOQL individus dans les
tion (°C) communautés
artificielles (mg)
Corbicula fulminea TAAAAGGTTGGGCCTGCCCGGT CTTTTTTTATTTTTAAAACAGCTTTTTTA 55 165,7
Epeorus assimilis Non congue Non congue NA 120,2
Asellus aquaticus TATTAAATATTTAAAATAGAAAATTAGAA TTCAACATCGAGGTCATAAACTTTTCT( 55 56,47
Glossossoma conforme Non congue Non congue NA 47,1
Brachyptera risi CGAGGTATTGACTGTCTCAATATAAATC AAAAAATTCTTCTAAATTTATAATAAATA 60 27,23
Drusus annulatus Non congue Non congue NA 7,13
Tubifex tubifex AGAGCTTTACCATAAATCTTATC TTTTTAGTGATTAGTAAATCTTAAAGTT" 55 3,5
Chironomus riparium  TTAAAAATAAATGAATTTATTATTTTAGT CTTTAAATCACCCCAATTAAATAATTAA 60 1,7
Riolus subviolaceus TTTATATTATTTAAAATGTATATTTGTAG AAAAAAAATTGGATCAAAAAGTCAAATA 60 0,9
Potamopyrgus antipodarum  CATGCAAAGCTTCCACCACAGTAATAA TAGGATATTCTAGTCCAACATCGAGGT 60 NA
15
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ADN etoh (ADNet)

NB: Pour Corbicula fulminea, les gPQRontraient une amplification non spécifique hors especes des
communautés artificielles (amplicon de taille différente, supposé du 16S bactérien) et le nombre de copies est
doncsurAOOEI i DI 060 AAOOA AODPiI AA8 # AP AdeddelerpCRET AOO O] ¢
Le nombre de copies moyen était significativement plus élevé pour le traitement FILT par rapport a la
02%#)0 j26E@8cch DOAI OAEnN8npqgs #11AAOI AT O 1RO (70
de nombre de copies moyen sigriativement plus élevé que la méthode SALT (t=2.50, pvalue=0.04), les

autres paires de méthodes étaient équivalentes.

01 OO 18i OAI OGAGETT AAOG DPOT O1T AT 1 AOh 1 R b 0pdam ROAOE O
subviolaceus et P. antipodarumtant donné le nombre trop important de 0. Pour les autres espéces, des
résultats différents entre especes ont été observés, semblant suggérer que la détection est espece

AT DPAT AAT OA8 - Al EA OOA Gébleldd festehsi des trails hdrph@ofiquesiinipactainit

1 6AO0OO0AAQETT AA 18!'3$. AARAO AELEA OAT OAOG AOPI AAO i OAI
biomasse. Il semble y avoir un effet seuil pour la détection des espéces corrélé a la gitdrte biomasse
OADPOiI OAT O0i A PAO 1T AOG AOPTI ARO AAT O 1AOG i AEATOEITIT1 08

généralisé (passage en détection/non détection des données, famille binomiale) qui a été significatif
(62=67.7, pvalue<0.0001). Legspéces en faible quantité (<5mg) ne sont pas ou trés peu détectées. Les tests
de Levene ont mis en évidence des différences de variance significatives entre les protocoles (F=4,56,
pvalue=0,0008) et les tests posthoc ont montré des différences entre leqiocole PRECIP*TISSUE et deux
protocoles : FILT*BEAD (pvalue=0,001) et PRECIP*BEAD (pvalue<0,0001).

D X X X X X X
PRECIP| D X x X X x x 0
D X X x X x x >
5 ] X X X |5
FILT| b X X X x X Co
D x pot x X Py
D X B3 > X number
PRECIP D X x X w
D X pas s X pas pas m 15000
D B3 3 B3 B3 X JD>
FILT| b X X X X
D X X X X X 70000
D X X 4 4 X
PRECIP D X X x x = 5000
D x X x x )
D X X B3 B3 8
FILT| D X X X x X
D X % % m X Undetected
] w @ x 4] ] £
g 2 g 2 2 S
g T a/y 5 8 5 i
3 3 &-;:{ = 5 ?; 2
T [+ e =
9 < A % 5 g
N e o o
= N « AT
z ,\.“; u;\\)j_‘:

Figure 5. Nombre de copies 16S totales moyen par échantillon mesuré en qPCR pour chaque espé«
communautés artificielles pour lesdifférents protocoles de la matrice ADNet. Les espéces sont classée
la plus abondante (a gauche) en termes de biomasse représentée dans la communauté artificielle alar
abondante (a droite). Une cellule barrée indigue un nombre de copies nul et ihdans une cellule vert
indique que l'espéce a été détectée mais n'a pas pu étre quantifiée en raison d'une amplification parasite
de la gPCR.
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ADN bulk in toto (ADNbt)

Tous les traitements ont montré des nombres de copies moyen significativement différents les uns des

autres (ANNEXE 1 Tableau A3). 6 T OAOA AO b1 O Gadikeh@sEhtadt leAnbnibre jdedcdple® O
moyen le plus élevé en moyenne) au moins performant est le suivanbRY > TNESWET > UREA > BUFFER

€ %4/ (7%4 j &ECOOA o¢oq8 #1 1 AAOT AT O 1 AO 1|1 Odiférédnded A8 A
OECT EEZAEAAOEOA AT OOA AEANOA OOAEOAI AT Oh DPOi:G&MOI EA
PSP > PCI (PMS/PSR=-12.33, pvalue<0.0001, PMS/PCL t=-17.22, pvalue<0.000% PSP/PCl t=-4.88,
pvalue<0.0001).

Les comparaisons des protocoles a la référence (AOMIK) ont montré des tendances similaires malgré

des différences entre espéces (ANNEXE 1bleau A4). De maniére générale, les protocoles utilisant le kit
PowerMaxSoil étaient équivalents a la référence tout comme les protocoles utilisant le kit PowerSoilPro

mais uniquement pour les traitements DRY et TNESWET. Tous les autres protocoles (protesautilisant

le phenolchloroform et le kit PSP et traitements BUFFER, ETOHWET et UREA) étaient moins performants
NOA T A Oi £ OAT AA8 #1i i1 A PI OO 1T A NOAT OEOi A6!'3$. Aw@Od
lorsque les données étaient passéesiang extrait (ANNEXE 1 Tableau A4). Ramené au mg extrait, tous les
protocoles étaient significativement différents de la référence et ont donné de moins bons résultats pour

restaient inchangés (Tableau A3 et Ab). Les tests de Levene ont mis en évidence des différences de variance

(a) btDNA - total million of 165 copy number {b) btDNA - million of 165 copy number per mg
x x x X X x x x x x X x x X
UREA x X x x x x x UREA x x x x x x x
X X X x X x x x x X X X
x X x x x X X x x x x X x x
ETOHWET x X x X X x ETOHWET X x x x X X
x X x x x x x X x x X X X x
X x x x x x - X x X x x x -
BUFFER % X X x X X O BUFFER X X b X X X a
X X X X X - x X X X X -
x X x X
TNESWET % TNESWET =
x % x x % x x x x x X x % x
DRY DRY
X
UREA UREA
x x x x x x xX x x x
ETOHWET % x X X X ETOHWET X x bes X x
% x % % % X x X X X
x ) x o
BUFFER x x X x w BUFFER x x x x w
x o % o
TNESWET TNESWET
DRY Million of DRY Million of
copy number copy number
ETOHWET 1000 ETOHWET
o o
TNESWET 2 760 TNESWET = 8
o 500 . 2
=] =2
[ c
= =
= A

DRY 250 DRY 1
BULK X Undetected BULK X Undetected
S 3
g B
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Figure 6. Nombre moyen de copies 16S par échantillototales (a) et rapporté au mg extrait (b)mesuré
en qPCR pour chaque espece des communautés artificielles pour les différents protocoles de la mat
ADNDbt. Les especes sont classées de la plus abonda@ gauche) en termes de biomasse représenté

dans la communauté artificielle a la moins abondante (a droite).
1/
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significatives entre les protocoles (F=12,8, pvalue<0,0001) et les tests posthoc ont montré que
I'hnomogénéité de la variance de TNBBET*PMS différait de celle de tous les autres protocoles, a lI'exception
de UREA*PCI et ETOHWET*PCI.

Controles négatifs

Des contaminations d'ADN ont eu lieu au cours de I'expérience pour les deux types de contrble négatif. En
PCR, 14 des 1%ontréles négatifs ont amplifié au moins un amplicon, principalement BF2/BR2 et
Fwhl/Fwh2. Les contrbles de prétraitement de TNESWET*PSP, BUFFER*PCI et UREA*PCI et ceux
d'extraction de PSP et BEAD n'ont amplifi€ aucun amplicon. Deux contréles négatifs édt amplifiés pour

les trois amplicons : bulk et un contrdle de contamination. En gPCR, les contrdles négatifs de 'ADNet ont
détecté entre 1 et 3 espéces, a I'exception du contrdle d'extraction de SALT et BEAD, qui n'a détecté aucune
espece. Pour I'ADNbtp des 13 contréles négatifs n‘ont détecté aucune espece (tous les PCI sauf DRY,
DRY*PSP and BUFFER*PSP), 6 ont détecté 1 espéce (PMS, tous les PSP sauf DRY, BUFFER and UREA et
DRY*PCI) et 1 a détecté 3 especes (PSP*UREA)ulmineaétait la principale espéce détectée (12 fois),

suivie deR. subviolaceu@ fois) et deC. ripariuset P. antipodarum(1 fois). Le contrbéle de contamination a

détecté 3 espéces (les trois espéces ayant la biomasse représentée la plus élevée dans les communautés
artificiellesy AA NOE OECI EZEA NOA 1 A0 AOPT AAO AUAT O 1 A AEITI
les plus susceptibles de contaminer d'autres échantillons. Enfin, le contréle négatif de I'extraction bulk a

détecté les 7 espéces en qPCR.

Conclusion
ADN ¢oh
, 6 AT OAT AT A AAO Oi 001 OAOO 006cci OA NOBAOGAOT pPOT OT AT I
i AAOT UT T AAT OET O 11 OONOEOT A AOPT AA A O1T A AET I AOOA E

un effet seuil au niveau de la biomasse ne peettant pas de détecter les espéces dans un échantillon (entre

4 et 25 mg, Tableau 2). La large gamme proposée pour le seuil est due a I'absence de mesures pour une
espéce de biomasse intermédiairedrusus annulatuy Pour le reste des espéces, aucun @d AT 1 A T A O
distingué méme si le traitement Filtration (FILT) semble avoir été plus performant (mais plus

AEOIT 11 PEACAQq NOA T A 00i AEPEOAOGEIT AO OAl j02%w#)0(Qs
plus exhaustif dans des communautés pludiversifiées puisque tout I'éthanol passe par le filtre (tant que
1oAODPT AA AOGO AT RNOAT OEOi OOAZEOAT OAQ8s #1 1 AAOT AT O 1.
purification par billes (BEAD) étaient équivalentes et I'une ou l'autre peut ég utilisée. La purification par

billes est une méthode d'extraction manuelle et moins colteuse que I'extraction avec kit, ce qui peut étre
intéressant pour des grands programmes de surveillance. Mais une méthode d'extraction commerciale

sous forme de kital o AOAT OACA Ao2d3OOA DI OO OOAT AAOCAEOI A AO Al
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l'autre. Un compromis doit étre trouvé entre ces deux composantes en fonction des objectifs d'une étude

donnée.

%OAT O AT T 1 étohheBdmble @as &re une méthodaiéressante pour établir une liste exhaustive

des espeéces dans un échantillon de type Surb&®.f 1T  OOEI EOAOEIT HIi OO 1 A.PEAOA
, 6 A0T E AA AT 1 OAOOAOGETT AAO T AEATOEITTTO AA 1T A PEAO,

leur traitement potentiel.

ADN bulk in toto

, 6 AT OAT AT A AAO AT AT UOGAO 1 A0 AT AOGAT O 1T A AOT UACA OA;
1A0 AAOD OOAEOAI AT OO 1 A0 PIi OO PAOAN Oi AT OO DPi 60 Oi |
toutes lesespeces dans des échantillons représentatifs de Surber. Ces deux traitements sont également les

bl 00 AQECAAT OO0 AT OAOIi A0 AA OAI PO AA Ocukh @dgichh O AO
faible nombre de copies mesurés pour chaque espéce a toletméme permis de détecter toutes les espéces
AGAA O1 OAIi PO AA POi PAOAOEIT AO AA T EOA Al GOOOA i
croisé et de temps de préparation. Ce traitement pourrait étre un bon compromis pour la détection des
esplAAO8 #A OOAEOAI AT O DPOIi AOOAOO | POAI ETi OA A EO KNO
i AAOT UT T AAT OET 6q 171 OEOA AAO ADPDPOIT A1 1T AEOCOAI AT OO | b
i EAOG i OAI OGAO Oi1 bpi OAT OEAIBOBIG hi BEORA OE ARG A 6i A0a0 GV
i AET 1 AOOO 0Oi 00i OAOO NOA 1 gROOAABOENOAAAAODBARAEDI PABI
extraite ou pour le nombre de copies de gPCR. Le kit PowerMaxSoil a présenté des résultats plus élevés que

le kit PowerSoilPro mais les résultats de ce kit étaient largement satisfaisants. Comme attendu, aucun

PDOi OTATT A T6A OOOPAOOI 1T A POT OIATT A AA Oi £ OAT AA
détecter toutes les espéces présentes dans les commuisaiartificielles malgré des biomasses apportées

dans les communautés tres basses et sont donc applicables a des échantillons réels de Surber.

Pour la phase 3le protocole sélectionné a été celui couplant le traitement de broyage TNES avec le
kit Qiagen DNEasy PowerSoiPro (INESWET*PSP, qui correspond a un compromis entre performance
AO pOiT 01T AT1 Ah ZAAEI EOT AA T EOA AT GOOOA AO Ai | Os8
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A6O1T DOl OT AT T A AA 17 OAAAOAT AET ¢
Cette phase avait pour objectif de valider le protocole développé en laboratoire.
Test in situ z Méthodes
00T OTATT A A8i AEAT OEITTTTACA
%OAT O Al 117 NOA
Dol OT AT T A AAT O
000

16

1A PEAOCA AODAZBEOTOEATAN ORAIOET § A ABDA ® Oii ¢
1A AAAOA A501 OOEOE A8O0T A 1 Pi OAOQEI I
'I AAOET A Pl OOEAOOO OEOAO Adi AEAT OEIl | ktatibnACA A1
Adi POOAOGETT OO0 1AO ATT1O6TAOG AA "OiTTA j"2%. gqh "AO«
station (couple amontA OAT @ BT 00T AA 61 T EOAADO ABET OAOI EOOAT AA
haute). Ce design nous a permis de vérifigi notre protocole permettait de détecter les différences de

AT i1 01T AGOGiI 6 AT OOA OEOAO bpOi OAT OAT O AAO
amont-A OA |
01 O0AT O PAO

AA OO0A Odbir lesquel inB fbliufiod &vhitl été détectélans un propt précédent

1, &talipidet &, Ro2Pehpodr BsfuUeI® nous attendions des compositions de
AT i1 01 AGOi O AEAEAI OA1 OAOG8 , 861 AEATOEITTTTAGCA A AO ITE
rivieres étaient en eau.
Liste taxonomique morphologique

blouse). Par aille®d O h

Les 72 échantillons (12 prélevements*6 sites) ont été triés et identifiés par Colin Issartel au LEHNA selon
un protocole strict de décontamination pour éviter les contaminations croisées (javel, port de gants et de
o]}

DOl O1T AT1 A AA Ai AT 1 OAI ET AOGET 1

T 1rs$. A /
limiter les contaminations croisées (bain javel du matériel entre chaque prélévement, cf ANNEXE 3 pour
pi 00 AA Ai OAE]I 048 #AOOA E Astktadinemiiiddesidka présehts dadsOHadt® A S 1
échantillon (cf ANNEXE 2 pour le détail du protocole de tri et les niveaux de détermination par groupe,
AAOTI 6 000 18)c¢-c¢

A1l PAOOEAQS
NBg AOAT O 1A OOE AO

I'A A1 OAOI ET AtbrEal éié prélévéet dodsenla OE T 1 |
20°C au cas ou ces échantillons soient traités pour faire du métabarcoding.
Liste taxonomique moléculaire
#AO 181 A0 1 AEATOEITTTO T10 AT OOEOGA i 6i OOEI EOi O bl
tratemAT O AAO T AEATOEITT1TO0 AT 1 AAT OAOI EOA AOGAT O 0iNO
(également dans le dossieDocSupp_Rapp_final join§ 2 ADEAAI AT Oh 16! 3$. AA AEA
extrait selon le protocole en ANNEXE 3 (broyage avec du tampon et extraction kit PowerSoil Pro de Qiagen).
00EO EI A i 0i AT O0i A0 Al BIFEhZERTDrAn(LAdse ehdl 0021 TAbied B)I AO A
pour permettre une comparaison avec les données obtenues par un autre projet fait & la méme période et

NIVERSITE

mICOIintF/jgHCO2198 (Leray et al, 2013 Tableau 3) pour avoir des amplicons plus longs permettant
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AGAOT EO AAO AT 111 A0 Adntfitaios ADNAGE SoAt leSldornéek d@ice dBrihieD@uple 6 E
A8AI T OAAOG NOGE 1106 i 0i OOEIEOI O AAT O AA OADPDPI 008
Multiplex PCR plus Kit avec 0.36uM de chaque amorce pour le couple FWh2/EPTDr2n et 0.5 jgMitaque
amorce pour le couple mICOIintF/jgHCO2198 en suivant les protocoles des auteur-ices (cf ANNEXE 3). Les

PCR ont ensuite été envoyées pour séquencage a la plateforme GenoToul (Toulouse) en février 2022 et les
données ont été fournies début avril 202.

La plateforme fournit les lectures (les séquences issues du séquencage, aussi appelées « reads »)
Ai i Ol OEDPI AxlireA €eparéed Ppak Géhantillon selon un doubkindexage, et nettoyés des
adaptateurs lllumina, tags et séquences de P5 et P7. Apués controle qualité des lectures brutes avec

fastgc (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ ) et multiqgc (Ewels et al, 2016). Le

traitement des échantillons aété fait avec le package dada2 sur R (Callahan et al, 2018 séquences des

amorces ont été retirées avec cutadapt 1.9.1 (Martin, 2014) et les lectures ont été filtrées selon leur qualité

(étape de « quality filtering ») avec comme critéres une valeuge (expected error, erreur attendue)

maximale de 1, une longueur de séquence minimale de 200 nucléotides et aucun N (nucléotide inconnu)
AOOI OEOGi 8 , A OAOD AGAOOAOO A A1 OOEOA 1 0i ET FE 01 AE
Puis, aprés une étape de déreplication (identification de séquences uniques appelées ASVs, Amplicon
Sequence Variants), dada2 a inféré la composition des échantillons en les corrigeant a partir du modéle
ABAOOADBO AO 1 A0 1 AAOOOA Ghirgépes (Aed séguencds hrticidlled proddiésdosi T T 1 4
AA T A o#2 11 OONOA NO&OT A Oi NOAT AA AT AT 60O AdililCcC
autre et termine son élongation sur celleci) ont ensuite étéde novoA i O A A O i-Bdderen dtillsdnOad

lectures générées par le séquencage et non une base de données de références extérieure. Les ASVs ont
AET AT AT AT O i 601 OAcCOi Obpi O AT /450 j/ DAOAGETT Al 4AQI
et al, 2021).

Les séquences obtenues ed T OOEA AA AAAAc¢ j/450Qq PAOOGAT O 8aO0OA 06O
A

i OAT OAGET 1O 111 DOi OAT 0i AGO EAEh 18AO00ECT AI AT O i O
(cad de maximiser la résolution taxonomique des assignements tout en nmmsant la proportion de faux
AOOGECT Al AT 06qs 41 060 AB8AAT OAh 1 AOG Oi NOAT AAG 1106 1 Oi

classe les séquences en extrayant des caractéristiques ctamposition (ici les profils de fréquence des

nucléotides) avant de construire un modeéle qui relie ces profils a des groupes taxonomiques spécifiques.

, RO AOOECT AI AT OO U 16AOPT AA AA 230 #1 AOOEAEAO 110
47 OOAO 1 A0 Oi NOAT AAO 1 & AdipariROP @akdlier brDété algaeess@ labakede U 1
ATTTiAO AA Oi £ OAT AA AOGAA ", 1341 j!100AEOI AO Al h

traités par BASTA, un outil permettant une annotation taxonomique basée sur le dernier ancétemmun

(Last Common Ancestpt.CA, Kahlke et al, 2019). Les assignements en sortie de BASTA ont été ajoutés au

EAO AA Al 11171 AO EET AI 8

, A T8i A AAOA AA Al T:labakedle A i Oi
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données CO1 Classifier (release 450, Porter & Hajibabaei, 2018). Les parameétres utilisés pour chaque
outil sont regroupés dans le Tableau 5. Pour finir, le jeu de données obtenu a été nettoyé en se basant sur
1AO0 AT 1 OOEI A0 Ti CAOEAO AA 1 8A@Di OBMIEsABYs nod dsbighds OAE A

Comparaison des identifications morphologique et moléculaire

$AT 0 O PDPOAIT EAO OAIiBOh 1100 AOGITO AgAIiETT 18A1T OAI
AEOAOOEQOiI O "AOA AOOT AEi O Pl 600 A GlIPESNnoGsINdus Orindes pladeB T OA |
au niveau du prélevement puis du site pour comparer plus en détail les deux approches. Le détail des

analyses et les résultats sont présentés dans la parfl@st in situ z Résultats ci-aprés.

4 AAT AAO uv8 O0AOAI T OOAO OOEI EOiI O PiI OO AEANOGA 1T OOEI A
-i OET AA A3AO / OOEI ABAO Parameétres utilisés
Composition de séquence RDP Classifier # mhy j OAOEI AA AT 1T £ZEAT AA Ad¢
Pas de paramétres sur blastn
BASTA:
-n 25 (nombre maximum de hits a utiliser pour définir le LCA)
-e 1e50 (seuil pour la evalue)
Similarité de séquence BLASTn & BASTA - : , . : .
-m 1 (nombre minimum de hits qu'une séquence doit avoir pout
se voir attribuer un LCA)
-p 80 (% de hits du blastn utilisés pour définir le LCA)
-E ynm j b ABEAAT OEOT 1 ETEIAI AQ
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Station d’épuration

5 : Q4 =
BRENOD BETTANT AMBERIEU

3 niveaux d’intermittence =—— - - I,-'I EEEEET
Nulle Modérée Haute

’%ﬁ"FANTAvaI AMBERIEU Amont l} -~ AMBERIEY Aval

Figure 7. Représentation schématique et photographles des sites échantillonnés. Chaque site corresponc
16!'-1T17T060 1TO0 16!'6A1 A5OT A OOAOETT Ad6i DOOAOEITT AO
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Test in situ 7z Résultats

Diversité Gamma

Au total, 936 identifications ont été effectuées en morphologie correspondant a 113 taxa différents assignés

a des rangs allant du genre a la classe (Figure 8). En identification moléculaire, 15 289 OTUs ont été obtenus
représentant des phylums de la quasinajorité des régnes du vivant Animalia, Fungi, Plantae, Bacteria,
Protista)., 6 EAAT OEAEAAOQETT 1117 AOI AEOA DPAOI AO AT T A AGAOI
que les «invertébrés ».

Sur ces 15 289 OTUs4 059 correspondaient & des phylums ciblés dans le cadre du projet (phylums
«invertébrés ») : Arthropoda, Mollusca, Annelida, Nemathelminthes, Platyhelminthes, Cnidaria, Rotifera,
Porifera, Nemertea, Bryozo&es 4 059 OTUs représentaient prés de 75% dwmbre de lectures total du

jeu de données. Un nettoyage bimformatique permettant de normaliser (raréfaction a 40 960 lectures

pour chague échantillon, libraryphylosegMcMurdie & Holmes, 2013) et de nettoyer le jeu de données sur

les OTUs rares (pouchaque échantillon, les OTUs représentant moins de 0,01% du nombre de lecture total
étaient retirés) a été appliqué pour aboutir a 2 306 OTUs. Cette opération a fait perdre 6 prélévements pour
lesquels le nombre de lectures total était trop bas (i.e. <4860 lectures; 1 prélévement de AMBEAmMont,

4 de AMBEAval et 1 de BETAAmont). Le jeu de données a ensuite été dégragéur permettre une
comparaison plus juste avec les identifications morphologiques. En effet, en identification morphologique,

on identifie un organisme a un nom de taxon (a un rang taxonomique pouvant varier) et pas a un

i T OPEI OUPA8 0AO AgAipi Ah OE AAT O O1 cOi O6BPA 11T 1AO
famille uniquement, on observe des morphotypes correspondant pottiellement a des genres ou especes

AE ££ OAT OAOh 1 8EAAT OEEAEAAQGETT OAOA O1I 66 AA T8l A Al
Ai DPAOOAO AA DPOTAITiI A AOGAA TAO /1450 NOE DAOI AOGOAI
taxonomique méme & AAO OT EOi O 110 AAO 111 0 A8AOOEIgHkdiaAl OO
comparaison entre morphologie et moléculaire déséquilibrée en faveur du moléculaire. Nous avons donc
«écrasé» le jeu de données moléculaire pour chaque échantillm, si plusieurs OTUs avaient le méme
AOCGOGECT Ai AT Orii1i AA OAgilTh EI O i OAEAT O AT i AET i O BT OC
Dans la suite de cette analyse, le terme taxon ne correspondra plus a un OTU pour le jeu de données

moléculaire mais a un nom de taxon comme pour le jeu de données morphologique. Le nouveau jeu de

ATTT1 A0 AT 1T OATAEOG otuv OA@GA AEAEAL OAT1 608 , A TEOAAO A
domaine (Figure 8)., 8 EAAT OEAEAAQET T 111 1 AdrksdlEianAaxohompueOhvecO O

plusde80b AAO OAQGA DI 00i AAT O AAO AOOECTI AT AT 6O AO 1 TETO
DOt O AA ¢mbp AO CATOAQ Al Ai i PAOAEOIT U 18EAATI OEA

assignements au genre (Figure)8
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Morpho - % of ID/tax rank for morpho ID DNA - % of ID/tax rank for DNA ID

0.00/1.00

0.00/1.00

. superkingdam

. phylum
. class
. subclass
. arder
B family
. subfamily
B tiou
. genus
. species

0.50 0.50

&ECOOA y¢8 01 OOAAT OACA AARAO OAT CO OA@ililiE
i TOPEITTCENOA U CAOGAEAQ AO AA 1 B8EAAT OEEEA

De plus, les proportions de taxa dans les différents phylums étaient équivalents entess deux approches.
/T OAI AONOA NOA 1 86EAAT OEEAEAAOQETT 11171 AOI AEOA A DA

rapport a la morphologie mais ne détectait pas les Nemathelminthes (Figure 9).

Percentage of taxa per phylum for Morpho Percentage of taxa per phylum for DNA amplicon
Taxa 12M2 Taxa 12M2

0.00/1.00 0.00/1.00

0758 025 0.7 0.
phylum
. Arthropoda
Mollusca
phylum .

. Annelida

. Platyhelminthes

. Arthropoda
. Mollusca

. Annelida Cni.daria
ok . Nemathelminthes obo ::::::
Figure 9. Pourcentage des taxa dans chaque phyluminwertébrésZ D1 OO 1 6 |
i TOPETITTCENOA U CAOAEAQq AO 1 8EAAT OEEAEAAQDE
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o0i 60 171 0606 ET O0i OAOGOAO bi 00 AETAIATO U 1T A AliDi OEOEI’
du macrozoobenthosde rivieres (i.e.Insecta, Mollusca, Malacostraca, Anneljdarous avons utilisé des
COAPEENOAO OOAAI ApO8 #AO COADEENOAO OADPOi OAT OAT O |
OAOI AO AA AEOAOOGEOIi AO ABAAT T AAT Apnombreidd léciords pdudlE T AE O
moléculaire) pour un groupe donné [nsectaet Annelida: Figure 10; Molluscaet Malacostraca: ANNEXE

4). Au niveau de la diversité au rang taxon», on a observé des ordres de la clastgsectapour qui la

diversité était similaire entre les deux approches et qui étaient principalement des ordres avec des bonnes

AT TTAEOOAT AAO Al OA@iTTiEA | P8s8Ags wbPEAI AOI POAOAQS
groupes (Molluscaet Malacostracg pour qui la diversité est a prori faible sur les sites étudiés. Pour
AGAOO0AO T OAOAO 1T 06 Al AOOAOR O1 CAET CQifekaia tuiphyeii OA OO0
Annelidaou Diptera de la classénsectg. Ces groupes sont généralement décrits & des rangs taxonomiques
grossiers morphologiquement, méme si un gain taxonomique peut aussi étre observé chez des groupes

bien décrits morphologiquement, 8 EAAT OEAEAAQETI T A AT T A PAOIEO OT A |
De plus, il ne faut pas oublier que le passage de OTUtaxon» a dégradé le jeu de données moléculaire et

gue la diversité aurait été encore plus forte au grain @TU».

Au niveau des abondances, unsignal«i | AOA A &»Feh rAdfpBobdied/€rsus un signal kiomasse»

en moléculaire ont été observés (Bistat al, 2018; Gauthier et al, 2019). Ces deux signaux différents
peuvent expliquer par exemple que les éphéméropteres (organismes gros) étaient majoritaires en
iT171 A0l AEOA A1 100 NOA 1 AO AEDPOT OAO | POi OAleQ@lassd1 Ci |
Insectg). Cependant, poutnsectaet Annelida les ordres ou classes les plus représentés restaient les mémes

AT OOA 1T A0 AAODZ APPOI AEAO | &E QudkddcaepMalg@dstrac&ANNBXE Q) AE O D
AA NOE bDi O00ABDO AROA dArd AGENDARAS A AOADOAEA 11117 AOI AEOA
ATTTi A0 AA AT i1 DOACA AO 111 AOA ABET AEOEAOO 1 AEO 11
étre biaisée selon les groupes et amorces utilisées.
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IDENTIFICATION MORPHOLOGIQUE

Ephemeroptera

Diptera

INSECTA

Plecoptera
Coleoptera

Trichoptara

IDENTIFICATION MORPHOLOGIQUE

ANNELIDA

IDENTIFICATION MOLECULAIRE

Ephemeroptera

Trichoptera

Diptera

IDENTIFICATION MOLECULAIRE

Clitellata

Figure 10. Treemapseprésentant la diversité de 3 niveaux hiérarchique au sein de la classe Insecta (haut) e

PDEUI O !''TTAT EAA j AAOQ bpi 0O
hiérarchique (bordures trés épaisse, nom en blancorrespond aux

1 6EAAT OEAEAAOQEI 1

i 7T O¢t
ordres pour Insecta et aux classes pc¢

Annelida, le deuxieme (bordures épaisses, nom en noir) aux familles (Insecta) et aux ordres (Annelida) «
troisieme aux taxa. Attention: les couleurs entre identifications morphologique et moléculee ne corresponden

pas forcément pour un groupe donné entre les deux identifications.
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Les NMDS (NosMetric Multi-dimensional Scaling) permettent de visualiser la dissimilarité (diversité Beta)

entre paire de prélévements dans un espace a faible dimension (Figure 1Hlus deux prélevements sont

i1 TECIi O AAT O
AGEAAT OEAEAEAAOQEI T

A6i DOOADGEIT 1

i OAAAEI BAAPOEABGBAAITI i ADI AEOA
Globalement,i 8 EAAT OEZLZEAAOQET 1

1 6AOPAAAR
I1T0 AEAI

pi 60

1 AGOO Alled dedxiagp@chesO 1

PAOI EO AA AEAZEAL OAT AEAO
11, Tableau 6) et également, pour Ambérieu et Brénod, les communautés amont et aval de la station

permet de discriminer des communautés de sites différents entre elles

Morpho - NMDS - Centroids

DNA - taxa based on ID - NMDS - Centroids

Site
AMBE
& eeTA
BREN

NMDS2

Amont-Aval
@
A

-0.251

1.0 0.5 00
NMDS1

0.5 1.0

04

0.0 04
NMDS1

i AEO EI
iT17T A0l AEOA AOO Al Ei OAT OA

Site
AMBE
& BETA
BREN

| Amont-Aval

®

| A

Figure 11. NMDS des communautés des prélévements des traisuples de sites prélevés. Les coulel
correspondent aux stations et les formes aux sites Amont (rond/1) et Aval (triangle/2). Chaque point correspo

a un prélévement et sont reliés a leur centroide (site*amont/aval). 2

T
[

\

Tableau 6. Statistjue F et pvalues des PERMANOVA etdes tests pisi AO AOOT AET O OAOOAI

Amont-Aval sur les diversités beta des identifications morphologiques et moléculaireslne pvalue<0.05

est considérée comme significative.

Identification morphologiqu e Identification moléculaire
Vsl s e F value p-value F value p-value
post hoc

Site 22,35 0,001 10,84 0,001

AMBE vs BETA 12,82 0,003 4,05 0,001

AMBE vs BREN 17,62 0,003 10,07 0,001

BETA vs BREN 31,83 0,003 16,96 0,001

Amont -Aval 2,20 0,03 2,23 0,008
AMBE: Amont-Aval 3,54 0,004 1,63 0,06 (marginal)

BETA: Amont-Aval 0,52 0,81 1,27 0,21

BREN: Amont-Aval 5,09 0,001 3,58 0,006
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#1 1 PAOAEOIT U 1671 AEATTA AO DPOi 11 OAI AT O

Apres les analyses sur le jeu de données global, nous ngosimes intéressé.es a la comparaison des deux
ApbOT AEAO U 1671 AEAITA AO bpOil i OGAi AT 68 ! ET OEh bHi 0O
Alii16lh AAOGo 111 Ai OAAOGI O AO AAOG CACIi O AOAA 16
taxonomique morphologique du prélevement (Figure 12, détail par prélevement en ANNEXE 5).

Globalement] 6 EAAT OEZAZEAAOQETT 1117 AOI AEOA A PAOI EO AA OAO
morphologie (entre 57-100%,® i ‘& 87% + 11, Figure 12 et ANNEXE 5). kkésolution taxonomique de

AAO OA@A OAOOT O00i 6 A1l EAAT OEEEAAOQEIT 11717 AOI AEOA i (
, AO OA@GA 111 OAOOTI 6Oi 6 PAO 1 6EAAT OEEZEAAOQETT di11iAOD
i =12% +1008 , A0 AAO AA OA@A T AT NOi O AAT O 1 8A1T OAT Al A
suivants: 17 Nemathelminthes 23Mollusca 17 Annelida(seulement des Achaeta), 218rthropodadont 13
Maxillopoda(seulement Copepoda), 28 alacostraca(principalement des Gammaridae), 151 Insecta
(principalement Diptera et Coleoptera, quelques Hemiptera, Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera (<10

cas)). Une partie de ces taxa correspondent a des taxa mal ciblés par les amorces (p.ex. les
Nemathelminthes, Leray et al, 2003) ou a des taxa souvent difficiles a amplifier di a leur diversité génétique

élevée (p.ex. Gammaridae). Certains sites présentaient une part plus importante de taxa non retrouvés
(AMBERIEW 1 TT O AO 18111106 AO ! géséntaidnfune dvéssitéd fuslidipottadt® OE O
par rapport aux autres sites, ce qui expliquerait un taux de détection plus faible.

Dest@A OOPDPI i i AT OAEOASG 110 i O0i Ai OAAOI O PAO 1 8EAAT OE
morphologique (4-53 taxa par prélevementm i ‘@& 20 £ 12, Tableau 7). Ces taxa représentaient des taxa
non-aquatiques, des taxa aquatiques non ou p@emptabilisés en identification morphologique Cnidaria,

Platyhelminthes, Porifera, Rotifedaet des taxa aquatiques comptabilisés en identification morphologique.

/I'T A TAOAT O AOAA 1 8EAAT OEAEAAQGET T 111 i AtQuedgaezdile OT A/
I AOGAOOGi A AT 11 OPEITTCGCEA8 , A bpOi OATAA AA AAO OAQA E
OAgPA EOOOO AA AT 1 OAIi ET AOET T A1 OOA i AEATOEITTT O AbO,

ABAOOECT Al AT é&delbibicf@dmatigle (il ydaitoGjduB un pourcentage de faux positifs durant

cette étape). La piste de la contamination est a écarter car nous avons procédé a des analyses post

traitement bio-ET &£ Of AOENOA AO AOAOT DAOOI 1 idedk. DAS fdudpbditisT A OE T
ABAOOECT AT AT OO TA PAOI AOGOAT O PAO 111 DI OO AGA@DI ENC
PEOOA ET Oi OAOOAT OA AOO NOA AAO OAgA i OAEAT O OOAEIT A

pas été détectéespO | 6 GEq AKDD AEITAEOEAOO OO0I D PAOEOOh AAO GOA

AAT O 1T A0 OOAARAO AECAOOEAOh AA 168!'s$. AT OEOITTAI AT OAI
PEOOA 110606 A AiATi 0O 1T A NDROAEBT AEAA OAAEEBOPVOEOI BRAD
i T OPET 1T CRRNEAA PDEAOD DPOiI 11T OAITATO i1T1iAOI AEOA OADPOI

que la morphologie.
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AMBERIEU
AVAL

AMBERIEU
AMONT

BETTANT
AVAL

~1taxa
~ 14 taxa

6
1% +-8
+/-8

~1 taxa

+/-8

BETTANT
AMONT

BRENOD
AVAL

BRENOD
AMONT

~1taxa

&ECOOA pc¢8 $EACOAIT A AA 6AT 1T DOi OAT OAT O I 6O AEANOA OE GdéntificdionimbrphAlayiue
j U AOTEOAR TOATCAQ AO U 1G6EAAT CEGEENAEREGA U 111 & EAMOA TAGEFOAE A A0 ECIATO Aldidhiés» M@k
unique a la morphologie des taxa perdus¢ BDAO [ 6 EAAT OEAEAAQEITT 1117 AOI AEOAS8 AOG bl O60AA
pourcentages de lalish OA@I T 11 ENOA 11 OPEI 11T CENOA N&érddpdnde alﬂécaﬁypésfsiésﬁlé\yier@es. , AO OA
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4AAT AAO x8 .11 AOA AA OAgA 0OO6PPIi i AT OAEOAO 1T AOAT 60O
OAgi 111 ENOA 11 OPETITTCENOA U 161 AEATT A AO DPOi 11 OAT A
AO TA OAGw AA Al i1 PAT OABGEDDOADODPODPODT DADAT ADOADAOGEOA:
Echelle . #11 DAT OAOGETT A80I1
Taxa i Echelle site 1 -
prélévement les autres prélévements du site (%)
Annelida 98 0 100
Arthropoda 980 473 51,7
Cnidaria 29 29 0
Phylum Mollusca 30 5 83,3
Platyhelminthes 10 10 0
Porifera 9 9 0
Rotifera 148 148 0
Arachnida 165 141 14,5
Chilopoda 1 1 0
Classes a Collembola 19 19 0
) u Diplopoda 2 2 0
sein des n
Arthropoda Hexanauplia 6 6 0
Insecta 730 267 63,4
Malacostraca 11 6 455
Ostracoda 16 1 93,8
#1 1 PAOAEOIT U 1671 AEATT A AO OEOA
01 6O OAOGOAO OE 1 6EAAT OEEZEAAOQEITT 1117 AdOI AEOA i OAEO

avons dans un premier temps mis en commun les listes taxonomiques morphologiques par site pour
obtenir une liste taxonomique du site. Ensuite, nous avons calculé pour chaque liste taxonomique
moléculaire et morphologique de chaque prélévement, le pourcentage de la listesite@ NOGS AT 1 A
OADPOiT OAT GdEeO e nivedud BeD représentativité de la communauté du site décrite
morphologiquement. Ces résultats sont illustrés dans la Figure 1Bour un site donné, les identifications
moléculaires @ i ‘& 64,7% £ 8,3) représentaient mieux sa communauté entiére que les identifications
morphologiques@ i &€& ocohub M pphtQg8 $A DI OOh U 161 AEATT A AOD
i Oi AT I BPAT O0i O AT DPAOOEA DPAO AG6AOOOCAO DPOiI il i1 OAI AT OO
groupes mais, par exemple, legnnelidal T O 1 01 AT I PAT Oi © U pnnb DPAO A8 AOD
a plus de 60%. Par ailleurs, il ne faut pas oublier que certains groupes, par exemple Agachnida,

AT 1T OEATTAT O ARO OAGA OAOOAOOOAO NOE 1 A Biertetd BeAT O A
faisant pas partie de la liste taxonomique site¢ A Oh BI 00 AA CcOi OPAh 1 6AT OA
(unigue ordre desArachnidadans les rivieres) ont été compensés. Finalement, nous avons effectué une

= P N s N oz oA 2 oas

analyse qui a montré que les listesaxonomiques «site 1 67 OAEAT O PAO AGEAOOOEOAO

OAgA OOPDPI T i ATl OAEOAOG T OAEAT O AT Oi AT EOTI AAO OAgGA 1

prélévements mais bien présents sur le site. Ces résultats nous ont permiesabnclurequd 6 EAAT OE AE A A

iT171 AOI AEOA OADPOi OAT OA O1 1 O6OEI bi 6O ET Oi COAGEE AOD
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Morphologie Moléculaire

site

B Avee2

AMBE1

BETA2

BETA1

BREN2

. ﬁ - * j 1 BRENT

336 248 338 36.1 (37) 349

i {8 {8 @

76.7) 64.3 737 75.1 59.3 61.2

BETAZ

Représentativité de la comm entiére (ID morpho) (%)
Représentativité de la comm entiére (ID morpho) (%)

Figure 13. Distribution du pourcentage de représentativité de la communauté entiére décrite
morphologie parlesD Oi 1 1 OAT AT 00 BT 60 1 A0 AELALE OAT1 OO OEO/
(morphologique a gauche et moléculaire a droite). Les encadrés représentent la moyenne pour un
donné. Abréviations: AMBE: Ambérieu; BETA: Bettant; BREN: Brénod; 1: site amont; 2: site aval.

Test in situ z Conclusion

#AOOA T OOAA AT i DAOAOGEOA AAO EAAT OEEZEAAQEI T O 11 OPET |
CAET O AO 1 A0 Ai OAOAT OACAO AOOI AEi O dd comdundud deE AE A A
macrozoobenthos.

Globalement, enplusA 8 AOT EO AAAT O U OT A Pl 6O COAT AA(PAFEMEIOOE O
ouPlantaedh 1 6 EAAT OE AEAAQET hettdment dam&lidrerAaBésdutioA taddomifue O A A
dans les phylums cib Iés par cette étude . Ce gain taxonomique était moins important chez des groupes

bien décrits et connus morphologiquement ou chez des groupes pour qui la diversité est a priori faible dans

les communautés étudiées (quelques espéces ou genres). Pour ces ogm) le gain apporté par le

iT17i A0l AEOA OA EAOAEO U 1671 AEAIT A AA 168/45 bl OOEOD
décrits, ce gain taxonomique est extrémement important_e gain taxonomique aurait été encore plus
important pour tous lesC OT OPAO AT 1T OEAT Oi O OE 1100 AOGEI T O OOAOGAE
moléculaire.

32

MISTRAL, Rapport final

£ | LSy INRAQ £ST3A g3

Ain Aval & Affluents

Clh



Z A BR

Zone Atelier Bassin du Rhéne

Au niveau de la différenciation des communautds 1 8 EAAT OE £E A A O Bidciimindr lddsi A O1 A
stations de prélévement et des sites amont -aval pour lesquels les communautés étaient supposées

AE ££ OAT OAOh AT AT Ei OAT AA AOAA 1 86EAAT OEAEAAQETT 11
pour discriminer des communautés, permettant a priori des suivis temporels de communautés et des

études comparatives entre sites.

, 6 EAAT OEEEAAOQET T I diéteitéAlD inajot® des tAxa deCrifsi mbrphblbg@uement

(toujours plus de 57% avec une moyenne a 86%). Certains taxa non détectés correspondaient a des taxa
ayant des affinités faibles® AA 1 AO Ai 1T OAAO8 3E AAO OAGA OAPOiI OAT OA
amorces avec de meilleures affinités avec eux pourraient étre utilisées. Le taux de taxa non détectés était

aussi plus élevé dans des communautés plus diverses (au regardladiste taxonomique morphologique),

laissant supposer que plus une communauté est riche, plus le taux de détection diminue. Mais cela demande

U 800A Oi OEZEiT AAO 1100 1T8A01T T 0 DAOG AOGOGAU AA DPOiI T 1
de la composition des communautés.

De nombreux taxa supplémentaires ont été détectées AOAA 1 GEAAT OE ABAdepduiphs 1| T 1 i
distinguer, ni évaluer les parts des causes diverses teprésence de ces taxaespéces présentes sous des

formesinvisbIAO U 1 8 GE1 EOI AET h A infodnétigue,icon@rBinatio) AGNS éeBadtA | AT C

AGAOOOAOG OEOAOG8 .1 00 PAT OITO NOGBGOT A | AET OEOT AA AA
$60T A PAOOh 11 OO0 NAAT 113 ERAIT 1bdhlaEd SdiQitus Tintégraiive de la

AT i1 01 AOOi A801T OEOA AO NOGOT A 1 AET OEOT AA AAO OAcg
AT i1 01 ABOGi AO OEOA8 $86A00O0A PAOOh 1T A 1 EOOA OAgiilili
correspondait donc pas a une référence absolueil est donc possible que ces taxa étaient réellement

DOi OAT 6O 11T AAT AT AT O 000 1A OEOGA8 3E AAO OAGA 0110 C

AAO i OAPAOG 10 EEI OOACODBAOD AAEAOAS I OBA ADIUOGAA DA OIOE O «
les échantillons peuvent étre extraits en triplicats et les OTUs présents uniquement dans les 3 réplicats
conservés pour établir la liste taxonomique. Cette méthode permet de retirer les taxasus de

ATl 1T OAT ET AGETT AO OAOAOG AAT O 1 A0 i AEATOEITTTO08 )1 A
gue les taxa les plus abondast(nombre de lectures) sont majoritairement ceux qui ont le plus contribué a
16!$. AA 1 6i-&dedlésOrfdnibnies dvec Aes Asu& Il faut bien considérer que ces étapes et

filtres vont diminuer les faux positifs potentiels mais peuvent égament faire diminuer le taux de vrais

positifs, en mettant un filtre trop strict sur les données (notamment les taxa rares). Concernant les taxa non

aquatiques, il est facile de les retirer en mettant en place des listes de famille, genre, espéce de tara n

AEAT i O NOE OAOAEO ADbPI ENOiI AO EAO AA AT1TiAO8 &ETA

OEOAO OEA AA 16!s$. AT OEOTTTAI AT OA1 AOGO 001 O AEAEAI A

i AEO 11 00 AOI1T O ODAOBET EOI EAEAOOIOI 1 60860 KAAO OOAAAOD
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A0 1TAB0O 1's. AOO AT TA | AEi OEOCAEOA AAT O 110 i AEAT OE
«long » par rapport a ce qui est utilisé en ADN environnemental et il y a peu de chandéOA 1 86! $.
environnemental, qui est dégradé (petits fragments), puisse étre amplifié par nos amorces. Pour finir,

méme si certains ADNe avaient été amplifié, cela aurait été dans des faibles proportions et notre traitement
bio-informatique aurait suppriméi AO / 450 AT 1 AAOT i 68 01 OO0 AT 1T Al OOAh |
part de signal local et de bruit de fond dans ces taxa supplémentaires. Nous pensons tout de méme que le
signal local est majoritaire, mais il est possible de mitiger le potentiel biude fond en étant plus strict sur

1A POT OT AT1T A AGAT Al UOGA8 , 6ADPPOI AEA OOEI EOT A AAOOA .

51 Ai OAOAT OAGCA AA 1 6 EAApederiéEdoAndes Bd compladelqii fedvert Et@ A A OC

importants pour lesCAOOET 11 AEOAO8 |, 8EAAT OEEAEAAQEIT 1111 AOI AEC
U ITTETO NOBOT A Al OOAAOGEIT DBAO AOPT AA O1I EO Awmpal ENOI
I OCATEOI A AO PAO AOPT AR AO I1ES ABAREICE (A GA OmA EAG AIAQ AA QA
AOAA AAO AAT OAET AO A3AOPT AAO8 . i ATITTETOh 18EAAT OEE
A8AAT T AAT AAO P1 6O AAOOAET O cOi OPAOG8 %O OT A Al O0O0i 1A
misAT i OEAAT AA AAT O 1A 1EOGOI OAOOOA bPI OO AEZEAL OAT OAO
DAOI AO ATTA DI OO O1T A AOPT AA AT 1T1TiAh OIEOA 181 A OI

études comparatives (cad entre sitesouentredatpd AO 1 AO AEAEO A3AI T OAAO OAOI
ABAOT EO AAAT O AOGo OAGA 1AO PI OO AATTAAT 66 AT AATTA
i AEEAET EOT 001 O &£ OOA 106 06010 #Z£AEAI A8 #lldsdudis AEO
1 8ET £ OI AGET T AB8AAT T AATAA AOGO 1Ti AAOOAEOA 116 AAOG A
ABADOOAOG Ai1T OAAOG8 ,8AAAT O AO 111 AOA ABET AEOGEAOO AC
O1T A ET &I O A OE lelativeAvdire 8emiquadtitatvdest@ut de méme possible.

Pour finir,1 8 EAAT OEAZEAAOQET 1 | lgdgieAéddrriémentide ®p® i(fact®ud DaAIEsEon A

les échantillons)et deAET ET OAO 1T A Al8 O AGEGIONM iAGOVA | Pé tdnfps, leT OO £
AT ) 6 AO 1AO TEOAAOD AGAPPAOOEOCA 1Ti AROOAEOAO U AAOO
NOE AOO Aiii 01 A AOGo AAO@ APDPOI AEAO8 01 OO 1 8EAAT OE £E
en un jour pouvant étre trés \ariable suivant le milieu échantillonné (par exemple, un échantillon rempli

A8 Al COAO AOGO 6010 1117¢ U OOEih AiT1 OOAEOAI AT O U 0Ol
sable), nous avons fait des estimations sur une large fourchette de tempaspé sur un échantillon.

1T AAT AT AT Oh 1 86EAAT OEAEAAQETT 11171 AOI AEOA PAOI AO O

morphologique, méme si celleci se fait a une bonne cadence de tri et de détermination. De plus, comme

1 8ADPPOI AEAAT AROOADBI @B ET Oi COAOEOAR EI AOO bl OOEAIT A
AET OE ABAOCIi AT OAO T A 111 AOA AA OEOAO i OOAEiI O pPiI OO0 1
Adi AEAT OET 1T1T1TACA OPAOCEAI AT AT O AO OAI PT OAT 1T AT AT O A
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Ai ] 6 AO PAOOITTAI

OANOGEO bI 060

moléculaire. Les prix indiqués sont en Hors Taxes. Les salaires ont été pris a titre indicatif en se référant

aux salaires des employé.es CNRS prenant la moyenne entre la rémunération brute minimale et

maximale en début et fin de carriere respectivement hitps://carrieres.cnrs.fr/remuneration -des

fonctionnaires/) :salelE OA AOOO ET OOT Al EAO 4 AAET |Bgériedrle 8elrebhelthe 2 AAE

X pxmo8
Identification morphologique (72 échantillons)
Investissement :
o Consommables Temps et personnel requis
Etape minimum o, .
. (prix/éch) (salaire brut total)
(hors appareils)
Temps par échantillon peut varier entre
1/jour a 5/jour suivant les milieux
Tri et Boites de pétriq, v échantillonnés

détermination

Pincesq Tt m©O
Tamis 500 umd, p ¢
Tamis2mmdg, X @

Ethanol 96%d, p O

Technicien.ne avec des connaissances
en identification niveau genre pour
plusieurs groupes taxonomiques

14-30-72 jours: 1850-3960-wuv p v O

Entrée et
traitement des Technicien.ne: 6 joursd, X wq O
données
Total CPYxo X ¢ O Entre 20, 36 et 78 jours

2597-4752-pn onx O

Identification moléculaire (95 échantillons)

Préparation des
échantillons avant
séquencage

Prétraitement
Billes de broyage,
maille et élastique :
o1 O

Prétraitement
TNESq, ¢huv©O
Extractiond, O
PCRi, ohyoO
Dosaged, mTh @O
Purification
(facultatify ¢, T h X
Séquencage, o @

Technicien.ne de biologie moléculaire

10joursdq pogmO

Traitement des

Ingénieur.e de biologie moléculaire ou
bioinformatique

données 1 jour (voire quelgques heures si bien
automatisé) sipipeline en placed, p X
6 jours si pipeline afaired, p m¢ mO
Total 610 52-0 @ fi x O Entre 11 et 17 jours:

1490-c o1 MO
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01T 60 AT 1Al OGOAh 1 686ATOAT AT A AA 110 0Oi 6061 6AOO 006¢ci O
intégrative qui permetun suivi et une discrimination des communautés darge échelle et sur du long -
terme avec unerésolution taxinomique fine. %1 1 AT OB A G 1A Aperte@ds doknées de comptage
A O Mwitde fond gqui peut étre mitige. " EAT NOGEI AEO i Oi Ai OAITBPDBi C
300AAOh 1T A POI OTAITTA Ai OAI T pPbi AAT O AA DPOTEAO AOGO |

«invertébrés » benthiques aboutissant a un échantillon contenant organismes et substrats.

Continuité du projet

#AO 1 O0OEI h OAOGOGI AAT O 1T A AAAOA A3801 DOIEAO AA Ai
premiers résultats indiquent NO8 E1  AOO DHPOdO U 850O00A OAOGOT AO 181 A
correspondaunoutiAd ET AEAA A Atndk Bd ghakt€fologyEedio-indication (cf ANR AquaDNA
-AUAO AO Al h ¢negnq d EI AOO U ukdodQusieuss Odinmiinawtéddamnsd i OA |
1A OGAI PO AO AAT O 1 & A OB Addndd OLE® domparaiéph de comm@nALités. 1 SO0 A
AODOOE bDi OOEATI Ah U DPAOOEO AO EAO AA AiTTTiAO i OAAIE
taxonomiquescontenant uniguement les informations nécessaires aux indices de bindication, basés sur

181 AAOOOAT AA OT ENOAT AT O j ET &£ Oif AGETT O ET Oi OAOOAT OA
2022, partie «Using DNA for reporting against CBD & other fioy frameworks »).

51TA PEAOA AA OAI EAAOGETIT AAT O 1A AAAOA AO OOEOE DI
minimal du réseau de site de démonstration avec une collaboration entre gestionnaires et scientifiques.

Les approches moléculaie et morphologique pourraient y étre couplées et cela permettrait un suivi

AT T AOAO 000 AO 1i11T¢c OAOIA AO AAT O AAO OUBPAO AA AT O
réelle capacité de la méthode a mettre en évidence des variations desntounautés dans le temps et dans
1A AAAOA AGOT A /1 2%w8 %l DHDAOAITT11Ah EI OAOAEO EIT Oi OA«

un indicateur de variation de la biodiversité pour donner un sens aux variations observées, aux actions
menées. A | EOA A1 DIl AAA A301 OA1 ET AEAAOGAOO OAI AT A AT i
mis en avant plusieurs fois lors de nos échanges avec les gestionnaires.

#A NOAOOETTTAI AT O Pl OOAEO 000 |
EOOOAO AA 1 8EAAT QEMBAACEDD TOET AOOAEGOAA Ai AOEOA i

E
on ne connait pas leur fonction dans les écosysttmes $ AT O 1T A AAAOA Ad0O1T OOEOE A
évaluerdesvarilOET 1 O AAT O T A OGAI PO 16 AAT O 18AO0OPAARGIeT §ET |

AAAOA AA T A Aiipoi EATOEIT AO A& TAOEITTAIATO AAO i A

IO PAOOOOAAOGEI T h 16ET & Oi AOB&lnke quésfiod ui sori dé fb@elexpAris® ET O

et qui doit étre prise en main par les expert.es écologues/taxonomistes/systématicien.nes qui sont

capables de calculer et interpréter des traits en fonction des habitats. Malheureusement, les spécialistes
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sont rares et ceci de plus en plus car peu soutenus financiérement et non remplacés avec le temps, amenant
a de faible effectif pour faire avancer lexonnaissances taxonomiques et les exigences écologiques
associées. Une solution est de réinvestir des ressourceans la description des espéces et de leur habitat
pour allier identification moléculaire fine et interprétations biologiques et fonctionnelles des données, et

potentiellement a un indicateurfonctionnel de variation de la biodiversité.

MisA AT GOOOA AO POITOTATTA j!..%8% xQ

1O 1T EOGAADO AA 181 AEATOGEITTTTACAR 1T A TEOA Al GOOOA

1 8EAAT OEAEAAOGETT 1111 ADOI AEOA AOO bPiI 6O ET Oi COAQEOAT
effectué. Néanmoine 11 OO T 868AO0T 1T O PAO PO AOOEI AO AA 111 AOA I

OEOAO8 3E 1 A POI OITAITTA AOGO OOEI EOI U OAOI A AAT O AA
TT1TAOA TETEI Oi h Bl OAT OEAT 1 Al Aféréntsfelde ®réduife@u fiddu @ApS. AA £
1O TEOAAO AO DPOil 1T OAT AT Oh 181 AEATOGEITTTT1TACA OAOGOA (
en place une bonne pratigue évitant les contaminations entre échantillons (cf ANNEXE 5).
, 61 AEAT Opolria ihsi tdujpuks étre effectué par les parties prenantes des projets et est méme

applicable dans le contexte de sciences participatives (cf projet STREAM au Canada).

Les étapes de préparation des échantillons en laboratoire peuvent étre effectuéeand le cadre de

AT 11 AAT OAGETT AT OGOA 1T A TEIEAO AAAATiTENOA AO 1AO cC
Obpi AEEAENOA AAO CAOOEIT1AEOAO U AAO AOOAAOD Adi OOAR
Adi1 OOAAO /[EAE OATé€ulaifeou tled plafetdimesidE€iolgiel molkculaire universitaires avec

1A POT OTATT A U OOEOOA8 #A DPOTOTAITT A T6A0O PAO O bC
moléculaire.

, 071 OAPA AA -Oford&iqud hédebsie uAepérsane formée en traitement des données issues

de metabarcoding. Elle peut étre acquise en interne si des compétences en-ibimrmatique sont déja

présentes chez les gestionnaires par des formations ou en autodidactie. Le traitement-formatique
utlise b1 600 AA DPOT EAO PAOO 600A AEAADOTI OO0 AAI A1l AA8s )
AET AT AAT AT O AOGAA T A T EIEAO AAAAT T ENOA 1O A6OT A AgO.
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PHASE 4 : Transférabilité aux gestionnaires

5TA POAI ETI OA Oi OTEIT A AO 1EAO 1A nt¥muTqgngp :AOAA
Anne Clémens, GRAIELaurent Simon, LEHNA/ZABR Stéphane Stoffek, Agence de I'eauArnaud

Foulquier, LECA Thibault Datry, INRAE Tristan Lefébure LEHNA Mailys Gauthier, LEHNA). Cette

réunion a permis de présenter le projet et les premiers résultats et de discuter autour du projet en général.

Nous avons également discuté sur les attentes des gestionnaires afin de préparer au mieux la phaseté A é
mis en évidence le fait

-NOA 1 A0 CAOOET 11 AE OA QparlladparieAnétAoddibgiddéldas identificationd O O ¢ £
I $. j-Adiréd1® Phase 1 et 2) mais par les possibilités que pourraient leur apporter les outils
moléculaires de maniére générale étant donné que de maniére générale, ils et elles swaient les
mesures.

- que les besoins des gestionnaires portaient sur une continuité de la méthode actuelle (travailler sur
les Surber permet cette continuité), sur une méthode unique, stable et partagée, sur une méthode
répondant a une question écologique donné, sur un stia long terme et a large échelle.

- que les gestionnaires aimeraient découvrir les méthodes de biologie moléculaire et comprendre
leurs différences, suivre le train des évolutions et avoir une nuance quant a leur performance.

-NOA b1 00 Adi Atodnbiresfetscidhiifiquesetaiénfnécessaires pour identifier ce que
les scientifiques peuvent leur apporter.

-NOGA 1T A OOEOE AAO /2% 1671 OAEO PAO I A DPOEI OEOi bPI
maniére dont on gére les bassins veants (ceci est en dehors de la portée du projet MISTRAL).
Lors de la réunion, il a donc été décidé que le Livrable 2 du projet serait plutdt un échange avec les
gestionnaires qui pourraient se pérenniser a long terme pour suivre les évolutions des outilsaféculaires.
51 DOAI EAO OAI PO A8i AEAT CAOG A i Oi Ai AEAiT AOGAA 1A
gestionnaires et scientifiques.
Cet échange a eu lieu le 31/08/2021. Etaient présent-es les personnels de la SR3A (dont Florent Pellizzaro),

Tristan Lefébure et Mailys Gauthier (LEHNA). FP et ses collégues ont présenté le SR3A ainsi que leurs

AE ££F OAT OAO 1 EOOEIT Oh OOEOE A501T A pOi OAT OAOEIT BDAO
répondre a la question «.es méthodes moléculaires pexent-elles répondre a certaines attentes/besoins
des gestionnaires Z8 #AOOA Oi OTEIT A DPAOIEO AA 1T AOOOA AT i«

pourrait étre un outil utile (de maniere générale, pas pour les aspects réglementaires qui demandent un

outil agréé mais pour des suivis de biodiversite).

, A  ¢cyurTny¥gngcoh OT A Oi OTEIT AA POi DAOAOEIT A80O1T AA

-1TTTAO 3201 gqh 30i PEATA 3001 £#FAE ' CATAA AA 138AA

réunion a permis de discuter en amont du café ZABR et en détail des résultats du projet et de discuter de la

i EOA AT GOOOA AO DPOI OIATT A 000 AAOG POI EAOO AAOOAI O

lieu le 22/09/2023 a permis de diffuser A O O1 OO1 OAOO U 1871 AEATT A TAOEITTAI
38
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collectivités, bureaux d'étude, agence de l'eau, gestionnaires des cours d'eau). La présentation et les
échanges sont disponibles sur la chaine Youtube du GRAIE, permettant de continlaediffusion des

résultats. Les échanges et demandes issus de ce café ZABR ont été intégré dans la conclusion du livrable
¢7T0(!3% o d ! DDl EAAAEI EOi AdO01T bDOT OI AT 1T A AA 17 OAAA
Finalement, une fiche outil ZABR sera petdtre rédigée par IeGRAIE.

5 ECHANGES ENTRE EQUIPES IMPLIQUEEE@GHANGES AVEC LES REFERENTS AGENCE
$% , 0%!5

, A AETE@ AO 1T A AT11AAOCA AAOG AOGPT AAOG PTI OO 1T AOG AlTii1 Ol
EcoFlowS (connaissance des espéces et sites de prélevethemn e3s (plan expérimental) au printemps

2021.

Un échange a eu lieu le 04/05/2021 avec tous-tes les partenaires du projet pour présenter le projet et le
AFAEOA 1 011 OA0O AAT O O1 OAT O PAOOCET AT O AOT GACUWOAO A,
réunion a la SR3A a eu lieu le 31/08/2021.

5TA Oi OTEIT A AO 1TEAO T A curnyrTgngco AZEET AA DPOi OAT
(Stéphane Stroffek) et la SR3A (Samuel Monnet) et de préparer le café ZABR qui a eu lieu 1622023.
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ANNEXE T Tableau des tests posthoc - Test in vitro sur des communautés artificielles

Tableau Al. Statistiquet et significativités des comparaisons deux a deux des traitements de la matrice
ADNbulkintotoAAO NOAT OEOi O Ad! $.

comme significative.

10A1 OEOT AB! { 10AT OEOT AGd! $ OAD

Paire de traitements comparée t-ratio p-value t-ratio p-value
ETOHWET/BUFFER -2.197 0.062 -0.212 0.833
ETOHWET/TNESWET -3.467 0.006 -2.128 0.122
ETOHWET/DRY -4.759 0.001 -2.966 0.054
ETOHWET/UREA -0.966 0.343 -0.893 0.512
BUFFER/TNESWET -1.271 0.256 -1.915 0.134
BUFFER/DRY -2.563 0.039 -2.754 0.054
BUFFER/UREA 1.231 0.256 -0.681 0.559
TNESWET/DRY -1.292 0.256 -0.838 0.512
TNESWET/UREA 2.501 0.039 1.235 0.381
DRY/UREA 3.793 0.004 2.073 0.122

Abréviations: DRY=Broyage sec ; TNESWET=Broyage avec tam@iNES, BUFFER=Tampon TNES (récupéré avant le
broyage); ETOHWET=Broyage avec etoh ; UREA=Tampon TB{eS

Tableau A2. Statistiqué et significativités des comparaisons des protocoles de la matrice AINIK in toto

au protocole de référence (ADNoulkk@ AA O NOAT OEOi O Ad! $.
pvalue<0.05 est considérée comme significative.

1 0A1 Ad'! { 10A1 OEOiI Ad!$. OAD

Protocole comparé t-ratio p-value t-ratio p-value
ETOHWETPCI -8.738 <0.0001 -33.075 <0.0001
ETOHWETPMS 4.456 0.0002 -26.256 <0.0001
ETOHWETPSP -17.989 <0.0001 -33.102 <0.0001
BUFFERPCI -5.277 <0.0001 -32.891 <0.0001
BUFFERPSP -9.590 <0.0001 -32.062 <0.0001
DRYPCI -0.755 0.4946 -32.164 <0.0001
DRYPMS 6.229 <0.0001 -22.223 <0.0001
DRYPSP -0.276 0.7843 -16.918 <0.0001
TNESWETPCI -6.604 <0.0001 -33.011 <0.0001
TNESWETPMS 7.674 <0.0001 -19.036 <0.0001
TNESWETPSP -1.402 0.2030 -20.902 <0.0001
UREAPCI -17.989 <0.0001 -33.102 <0.0001
UREAPSP -3.522 0.0019 -27.929 <0.0001

Abréviations: Traitement: DRY=Broyage sec ; TNESWET=Broyage avec tangp@MNES, BUFFER=Tampon TNES

(récupéré avant le broyage) ETOHWET=Broyage avec etoh ; UREA=Tampon TOHESN

PCI=PhenoiChloroform; PMS=PowerMaxSailPSP=BwerSoilPro.

-1 OET AA A6 ADOC
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Tableau A3. Statistiquet et significativités des comparaisons deux a deux des traitements de la matrice
ADNbulk in toto des nombres de copies observés moyens et rapportés au mg extrait. Une pvalue<0.05 est
considérée comme significative.

Nombre de copies moyen Nombre de copie moyen rapporté au mg
extrait

Paire de traitements comparée t-ratio p-value t-ratio p-value
ETOHWET/BUFFER -4.798 <.0001 -2.929 0.004
ETOHWET/TNESWET -13.106 <.0001 -9.970 <.0001
ETOHWET/DRY -17.902 <.0001 -12.870 <.0001
ETOHWET/UREA -7.903 <.0001 -6.483 <.0001
BUFFER/TNESWET -8.308 <.0001 -7.041 <.0001
BUFFER/DRY -13.104 <.0001 -9.941 <.0001
BUFFER/UREA -3.104 0.002 -3.554 0.0006
TNESWET/DRY -4.796 <.0001 -2.900 0.004
TNESWET/UREA 5.204 <.0001 3.487 0.0007
DRY/UREA 9.999 <.0001 6.388 <.0001

Abréviations: DRY=Broyage sec ; TNESWET=Broyage avec tam@iNES, BUFFER=Tampon TNES (récupéré avant le
broyage); ETOHWET=Broyage avec etoh ; UREA=Tampon TB{e&
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Tableau A4. Statistiqué et significativités des comparaisons deprotocoles de la matrice ADNbulk in toto
au protocole de référence (ADNoulk) des nombres de copies observés et rapportés au mg extrait. Une
pvalue<0.05 est considérée comme significative.

Nombres de copies observés

ng;?;g:‘; Aa Br cf Cr Pa Rs Tt
ETOHWETPC 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
ETOHWETPMS 0.889 0.784 0.857 0.411 0.591 0.843 0.938
ETOHWETPSI 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
BUFFERPC 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000
BUFFERPS| 0.001 0.000 0.006 0.000 0.000 0.000 0.000
DRYBNT 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
DRYPCI 0.298 0.107 0.247 0.008 0.007 0.027 0.003
DRYPMS 0.325 0.672 0.748 0.493 0.767 0.424 0.802
DRYPSH 0.547 0.226 0.310 0.013 0.023 0.184 0.166
TNESWETPC 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TNESWETPMS 0.153 0.160 0.271 0.005 0.290 0.281 0.371
TNESWETPSI 0.245 0.129 0.307 0.009 0.073 0.018 0.203
UREAPC 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
UREAPSEH 0.233 0.064 0.154 0.000 0.004 0.001 0.209

Nombres de copies observés rapportés au mg extrait
ngrt_ﬁgg:z Aa Br cf cr Pa Rs Tt
ETOHWETPC 0 0 0 0 0 0 0
ETOHWETPMS 0 0 0 0 0 0 0
ETOHWETPSIH 0 0 0 0 0 0 0
BUFFERPC 0 0 0 0 0 0 0
BUFFERPSI 0 0 0 0 0 0 0
DRYBNT 0 0 0 0 0 0 0
DRYPC| 0 0 0 0 0 0 0
DRYPMS 0 0 0 0 0 0 0
DRYPSH 0 0 0 0 0 0 0
TNESWETPC 0 0 0 0 0 0 0
TNESWETPMS 0 0 0 0 0 0 0
TNESWETPSI 0 0 0 0 0 0 0
UREAPC 0 0 0 0 0 0 0
UREAPSE 0 0 0 0 0 0 0

Abréviations des espece£f=Corbicula fulminea Aa=Asellusaquaticus; Br=Brachyptera risi ; Tt=Tubifex
tubifex; Cr= Chironomus riparium Rs=Riolus subviolacey®a=Potamopyrgus antipodarum
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AAO AT i PAOAEOI T O AAC
matrice ADNbulk in toto des nombres de copies moyens rapportés au mg extrait. Une pvalue<0.05 est
considérée comme significative.

t-ratio pvalue
PCI/PSP -12.754 <0.0001
PCI/PMS -20.364 <0.0001
PSP/PMS -7.610 <0.0001
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ANNEXE Z Protocole TRI ET DETERMINATION DU MACROZOOBENTHOS / MODIFIE DE NB®0
(NORME 12M2)

1. Principe
, AT A1 UOGA AT 1T OEOOA U
i AQ DOi bAOA Gsibeshin, Atedld sGustiat pbukliminer les conservateurs éventuels et

les éléments fins, organiques ou minéraux qui pourraient géner le tri et retirer les éléments grossiers

i COAOEAOOh ~EAOGEI T AOG8Q8 ,A AAO i AEi AT Oh Al 1T OOEOOAO
élutriatio n) pour faciliter le tri ultérieur.
(b) trier et déterminer les taxons a un niveau au moins égal a celui demandé par le protocole choisi,

pour établir une liste faunistique.

2. Matériel

(@ - AOi OEAT AA DPOi BAOAOCEIT AA 1871 AEATCEITITT1
Gants
Tamis de vide de maillé&s00 pm,
Tamis de maille 100 um pour récupérer les éléments <500 um lors du lavage
Tamis 2 mm pour séparation en 2 fractions si besoin
Grand récipient pour élutriation permettant de réaliser un mouvement suffisant sans perdre une partie de
1871 AEAT OET 111

(b) Matériel de tri
Gants
Pipettes de tri (facultatif et a usage unique (1/échantillon))
OEOOAOOA ABAAO AO AGAIT ATTI
Matériel optique au grossissement x2 minimum pour le tri du refus des plus petits tamis
2 jeux de
Pinces ultra fines, pinces saples
Récipient de tri a fond clair + récipients (par exemple boite de Pétri)

(c) Matériel de détermination
Loupe binoculaire avec grossissement minimum x45 (détermination niveau A) et un appareil optique avec
grossissement x80 (détermination niveau B)
Eclarage suffisamment puissant
Documents pour la détermination taxinomique

(d) Matériel de décontamination
Gants
Sopalin
Bassine
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Solution décontaminante (10% javel, 1% NaOH, 1% detergent en poudre) diluée 3 fois
1% NaOH (200g per 20L)

1% detergent (200g per20L)
Eau déminéralisée

3.

OADAO AGAT AT UOGA AAOG T AEATOEITTTO

, AO PAEOAO AA CAT OO AT EOAT O 6O00OA AEAT CAO AT OOA AEACF

gants est supposée.
@00i PAOAOGETT AA 16

(0]

i AEAT QEIT 111
- Tout le matériel utilisé doit &tre décontaminé avant utilisation.

- Lavage pour éliminer les conservateurs éventuels et les sédiments fin qui pourraient géner le tri ultérieur.

Il est réalisé sur une colonne de tamis avec un tamis 100 um et 500 um. aeage doit étre doux pour ne
-2A00AEO AAO

pas dégrader les organismes. Il est conseillé de le réaliser en placant la colonne de tamis dans une cuvette.
ilTi11T AT OO0 DI OO CcOi OOEAOO AAT O 1T A OAITEO
1 6AAQAT AEAT EOI AOs8
- Le refus de tamis 100 pm et les éléments grossiers doivent étre replacés dans le flacon
A1 AEATOEIT 1111 ACAS
- Constitution de fractions (facultatiffd, AAOOA

suivantes peuvent éte utilisées selon la nature des substrats a traiter

i OAPDPA PAOI AO AGAOCGI AT OAO 1
-0AOOAGCA OO0 OT A ATTITTTA AA OATEO uvmm Al A0 ¢ 11
-%1 OOOEAOQOETT DI 60 Oi PAOAO 1T A AOAAOETT OOOT ACAAT ¢
- « Nettoyage» des végétaux (séparer feuille et tiges en les agitant) (bryophytes, hydrophytes,
hélophytes) en pleine eau et séparation du surnageant contenant la majorité des organismes et le refus
(b) Reconnaissance des taxons

41 66 1 A0

i OCAT EOI A0 POi OAT OO0 AAT O

181 AEAT OET T T 1T AT
- déterminés dans les limites de tailles (0,5 mm), de grossissements des appareils optiques fixés dans le
présent document.
- inscrits sur la(les) liste(s) faunistique(s) du point de prélévement au niveau de détermination requis
(niveau A, souvent la famille, ou nigau B, souvent le genre). Ce niveau peut étre exceptionnellement moins
précis uniguement pour les nymphes et pour les organismes trop jeunes ou abimés qui ne peuvent étre
déterminés avec certitude au niveau requis.
-1l A OAAT AAO Al EEEOAG AAA ARROAREIDAT AGHI 11 EAO T A 111 A0/
groupe.
-bT 60 1AO OA@i 10O 111 Ai OAOIiETi O AGAA AROOEOOAAR AEI
(c) Tri, différenciation, dénombrement et extraction des individus
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- Tous les organismes doivent étre extraits, comptés et identifiés au niveau MISTRAM puis remis

AAT O T A m AAT 1T Aéi1 AEAT OEIT11T11TACA AOGAA AA 16AOIES
- Tout le matériel utilisé doit é&tre décontaminé avant utilisation.
-, A O1I OAT EOi AA 1871 AEAT OEI1 1 1 Tractirin&r@nt. &JAeGrActioh pettl@Oi A h

méme étre divisée en plusieurs unitsé de tri.
- Pour permettre une bonne visibilité et assurer une distinction efficace des particules minérales,
organiques et des organismes, il convient de placer chaque unité de ¢én quantité limitée dans un
Oi AEPEAT Oh ABAAAPOAO 1T A TEOAAO AGAAO AAT O AA Oi AEDI
-3E 1601 EOF AA OOE U AgAiETAO POT OEAT O A5O1T OAEOO
1 8GEI OVDACAOABO®T COI OOEOOAI AT O T6A00 DAO Ti AAOOGAEOA
ET £ OEAOOAR 1A OOE AT EO 600A AETAIEOI U 18AEAA A8O
- Parasites: certains taxons parasites sont &xaminer sur(groupe 18-Branchiobdellida sur les carapaces
Adi AOAOE O00OA O Q@unh@e (gioupedEHyrdendaptErd @as les fourreaux des trichoptéres et ou
de diptéres; groupe 24. Ai AOEAT i 1 OEA AAT O AA 111 AOCAOCw OAZHAGIOQS
EEOA 111 AEOOiIi NOi AOO Aii bOAAEI EOi h AET OE NOA 1¢
OOEAET POT OAORh OAOI O 1AO ET AEOGEADGO U 16ET Oi OEADOO AA«
1T8A00 bi OO OEOEAI A8
- Les exuvies, les foueaux et les coquilles vides sans partie organiques, les statoblastes de Bryozaires et
les gemmules de Spongiaires ne sont pas pris en compte mais leur présence peut étre signalée en
commentaires.
- Le comptage doit étre exhaustif.
- Une liste faunistique doit étre établie en indiquant les taxons et les effectifs trouvés par
échantillon.

(d) Décontamination
-001 Oi OEOAO 1 8AT OAT AT A AO 1 AOi OEAIT e0é plaGES nfh Gahsfuned A O A
bassine propre.

-2ET AAO AATTAAITAT O U 18AAO Aiil ET7T OATEOT A AO 1 AEOOA

Qu
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Limite de d®termination et nombre doéindividus
Niveau de Niveau de ’vaegu d_e
Groupe détermination A détermination B détermination
MISTRAL
1-PLECOPTERA Famille Genre Genre
Genre sauf sougamille
2-TRICHOPTERA Famille pour les Genre sauf soudamille
Glossossomatidae et le§ pour les Limnephilidae
Limnephilidae
3-EPHEMEROPTERA Famille Genre Genre
Famille sauf sous Famille sauf sous
4-HETEROPTERA Famille famille pour les famille pour les
Corixidae Corixidae
Genre sauf sougamille
5-COLEOPTERA Famille pour les Dysticidae et Genre
Hydrophilidae
6-DIPTERA Famille Famille Tribu
7-ODONATA Famille Genre Genre
8-MEGALOPTERA Famille Genre Genre
9-PLANIPENNE Famille Genre Genre
10-HYMENOPTERA HYMENOPTERA HYMENOPTERA HYMENOPTERA
11-LEPIDOPTERA Crambidae Paraponyx Paraponyx
Genre sauf famille pour
12-CRUSTACEEA Famille Genre sauf famille pour les Asellidae
MALACOSTRACA les Asellidae i AOOAUAO Ai
loin possible)
13-CRUSTACEA Famille Famille Famille
BRANCHIOPODRHYLLOPODA
Branchiura Branchiura Branchiura
14-CRUSTACEA (autres) CIadpceres Cladpceres Clad,oceres
Copépodes Copépodes Copépodes
Ostracodes Ostracodes Ostracodes
15-HYDRACARINA HYDRACARINA HYDRACARINA HYDRACARINA
16-BIVALVIA Famille Genre Genre
17-GASTROPODA Famille Genre sauf fam_llle pour| Genre sauf farr_l_llle pour
les Planorbiidae les Planorbiidae
18-BRANCHIOBDELLIDA BRANCHIOBDELLIDA| BRANCHIOBDELLIDA| BRANCHIOBDELLIDA
19-ACHAETAHIRUDINEA Famille Famille Genre
20-OLIGOCHAETA OLIGOCHAETA OLIGOCHAETA OLIGOCHAETA
21-POLYCHAETA Famile Genre Genre
22-TURBELLARIATRICLADIDA Famille Famille Famille
23-NEMERTEA Famille Genre Genre
24-NEMALTHELMINTHA NEMALTHELMINTHA | NEMALTHELMINTHA | NEMALTHELMINTHA
25-HYDROZOA HYDROZOA HYDROZOA HYDROZOA
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26-PORIFERASPONGILLIDAE SPONGILLIDAE SPONGILLIDAE SPONGILLIDAE
27-BRYOZOA BRYOZOA BRYOZOA BRYOZOA
28-ROTIFERA ROTIFERA fprmant des ROTIFERAfprmant des ROTIFERAfprmant des
colonies colonies colonies
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ANNEXE % Protocole final pour le suivi des communautés de macrozoobenthos

ECHANTILLONNAGE

Matériel :
- AOi OEAT U Ai AT 1T OAT ET A Autre matériel
Protocole décontamination javel/détergent + - waders
autoclave - gants en nitrile ou latex

- flacons de prélévements autoclavables (possible - ethanol 96% + pissette ethanol

ABAAEAOAO AAO A1 AAT 1O |-EAOOUAAT ABAAO Ail ETI C
DAO AAOI ET A880O0OA Ai Al |-seauremplide javel 2,5%

- tamis 500 pum en inox - seau «déchets liquides»

- blocs froids pour la glaciaire
Protocole de décontamination javel - produit décontaminant (2,5% javel, 0,25%
- filet Surber (cadre 1/20 de m2, 500um de vide dg NaOH, 0,25% détergent) dans un pulvérisateur a
maille) ou autre filet de prélévement gachette.
- seaux de prélévement Il est possible de faire une solution mére de soluti
- entonnoir décontaminante (10%javel, 1% NaOHet 1%
- glaciaire pour ranger les échantillons Ai OAOCAT 6 NOA 1611 AE

2 fois pour avoir la concentration finale souhaitée.

h EI AodnsblézA A A A redrdr A7 Al
eI DAO TAOAE 16 001 OEI As

Protocole décontamination javel + autoclave

1. Nettoyer le matériel avec un détergent.

2.3 1A 1 AOi OEAT 18A0O0 PAO A1 EiTTeoh 1T A DI AAAO A/
AAT T AAT 1 AldéminBraliséd & Ik isser sécher.

3. 0OAOOGAO T A 1 AOi OEAT U 16A0O01 Al AOGAS
Attention, certains matériels ont des parties non autoclavables (p.ex. joint sutdess) et doivent
300A OAOGEOI O PI OO 186A00T Al AOAS

4. Placer le matériel sous des UVs pendant 15 mn.

Protocole décontamination javel
#A DPOT OTATT A AOGO AAEO PI OGO T A CcOiT O 1 AOi OEAT 10 1A |

1. Nettoyer le matériel avec un détergent.
2. Dans une bassine ou évier, pulvériser sur le matériel du produit décontaminant et laisser a§imn

3. 2ET AAO AATTAAIT AT O U 16AAO AiiETT OATEOTI A AO 1T AE
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Echantillonnage
Le protocole ADOT O AOO EOOO AAO POI OT AT 1 AO Adi AEATOET T 111
consistant a récupérer des organismes et leur substrat est adapt

3E bl OOEADBOO POil 1 OAI AT OO 0116 AEAEOO 0060 O1 181 A OcC
OAOO 18ATTTO PI OO T OEOGADO T A coil I AAAGETTTi A PAO 1
Ai OEOA AO ABd labitéts rori pkelevk®© AAO E

471 00 1871 AEATOEITTT1T1TACA ATEO OA EAEOA Al bl OOAT O AA

1. Placer le filet Surber sur la zone a échantillonner face au courant et agiter, frotter et/ou gratter

1 EAAEOAO déérdclarr lds Adivid@sd@ixéd Bne partie du substrat peut étre ramener
dans le filet & la main.

Veiller & ce que le courant entraine les éléments récoltés (macroinvertébrés et, le cas échéant, le
OOAOOOAOQq AAT O 1 A AEEI A fetenddad @ filét felt etleirédligepbr@O 1 AT O
mouvement de la main.

2. Verser le contenu du filet dans un seau de prélévement et nettoyer les éléments volumineux.

3. Récupérer les organismes (et une partie du substrat) dans un tamis 500 um par €élutriation. Bien

Oi OEAEAO NOGEI TA OAOOA PAO Ad1 OCAT EOI AO 0Oi OEOO
4.1 1 8AEAA AGOT A PEOOAOOA AT 1 OAT AT O AA 181 OEAT T I
prélevement.
5. 2AT DT EO 1A & AATT AOAA TAA B®@ ABDTEO w\pded HI 1B AEGAR AKX
Oi1 60 A Adi1 AEAT OEI 11T DI 6O O61 O11 61 A Adi OEATITI1 8

6. Placer le flacon de prélévement dans la glaciaire contenant des blocs froids.

Entre chaque échantillon : décontamination du matériel

1. Aprés les avoir rincés dans la riviere, secouer le Surbet le tamis dans le seau javel » et les

1 AEOOGAO T TETO ABOT A 1 ETOOA jPI OO TA PAO 60T D 1A
finira par rouiller).
,6ATOTTTTEO PAOO AOOOE OOEOOA AA DOIT @anlllbn. A OAT O

2. Changer de gants.
, AO OET AAO U 1 G-Aehdls di sehurdéche® Aguides»i A A O
4. Un nouvel échantillon peut étre fait.

w

%l OAOI OO0 Asi AEATOEITTT1TACARh 1 AO i AEATOEITTT O Al EO,.
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TRAITEMENT PREEXTRACTION. BROYAGE TAMPON

Matériel :
Matériel a autoclaver Autre matériel
JOUR 1 - gants en nitrile ou latex
i begher . _ . _ - papier de protection de paillasse (facultatif)
- mailles nylon (A/éch)/tamis (1/éch) avec mailles 600
Hm - produit décontaminant (2,5% javel, 0,25%
- élastiques (si filet, 1/filet) NaOH, 0,25% detergent) dans  ur

- TNES (100 mM TrisHCI, 100 mM Edta, 1,5 M NaCl) | Pulvérisateur a gachette.
Il est possible de faire une solution mere

JOUR 2 solution décontaminante (10%javel, 1% NaO
- bécher AO um Ai OAOCAT 6 NOA
- billes acier inoxydable 10 mm (1/éch) deminéralisée 2 foipour avoir la concentration
- billes acier inoxydable 5 mm (500g/éch) finale souhaitée

- pinces (1/éch)
- spatules en acier (1/éch) ou spatules stériles (ne pal
autoclaver)

#A DPOT OT AT1T A OA Ai 01l O1 A OO0 ¢ EI 6008 , 8EAT Al AOO AA
Autoclaver le matériel avant utilisation : mailles nylon ou tamis, élastiques, billes, pinces
JOUR 1

Passer tout le matériel sous UVs 15 mn avant de commencer (bécher, élastiques, mailles Jour 1/tamis,
benchtop, TNES)

0AT OAO U E£AEOA O1 AiI T OOEI A
suit le méme protocole.

i CAOEA AT 1T OEOOAT O AT O

1. 6EAAO 18A0OTE AO I AATT U 1B8AEAA A6OT A TAEITTA 1TU
un bécher.
, 100 AO OA OdudAd TNESOfairk attAndddn B ce que la maille soit bien tendue et bien tirée
AO TEOCAAO AA 16i1 AOOENOA pPI OO # OEOAO 1 A0 EOEOAO
"EAT Oi OEZEAO NOGEI T A OAOOA PAO AA 1 AOGET OA j Al
remettre dans Idlacon (p.ex. en tapotant le dessus de la maille)

2. Ajouter dans le flacon du tampon TNES (100 mM Tr4CI, 100 mM Edta, 1,5 M NaCl) pour avoir un
ratio 2 :1 (TNES : échantillon) et homogénéiser (12 A/R).
Pour le blanc : 100 mL de TNES

3. Laisser les échantilbns dans le TNES toute la nuit a 4°C.

Traitement des déchets et matériels fin du jour 1

-6EAAO 1 A0 Ai AEAOO Adi OEATTIT AAT O O1 AEATT NOE OAOA
- Mettre les élastiques et mailles/tamis sales de cété pour étre nettoyé&la fin du Jour 2.
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JOUR 2

Ce protocole utilise un GenoGrinder (SPEX® SamplePrep, USA) qui est un broyeur utilisant des auxiliaires de
broyage (billes) pour broyer. Les échantillons sont placés sur un support et le broyage se fait par de rapides
mouvementsOAOOEAAO@® DPAOI AOOAT O AO@ AEI T AO AGEI PAAOAO |
OOEI EOi AOG8 , 81 AEAAGEALA AOO NOBU 1 A £ZET AO AOT UACAh
Passer tout le matériel sous UVs 15 mn avant de commencer (bécher, élastiquesillesaJour 2, pinces,
spatules, billes, benchtop)
1. Récupérer les flacons du jour 1 et les placer dans de la glace.
2. 6EAAO T A 4. %3 AO & AAT1T U 16AEAA AGOT A TAEITA 1
bécher.
, 100 AO OAOOAIT Al Oire Atteriéhia Ee queda nfsifle sdit.biemtendugkh bien tirée
AO TEOCAAO AA 16i1 AOOENOA pPiI 6O + OEOAO 1 A0 EOEOAO
"EAT Oi OEEZEAO NOGEI T A OAOOA PAO AA 1 AOE1T OA | Al
remettre dans le flacon (p.ex. eapotant le dessus de la maille)
3. Ajouter 1 bille en acier inoxydable 10 mm et 100g de billes en acier inoxydable 5 mm dans le flacon.
4. Nettoyer la paillasse et remplacer le benchtop par un nouveau.

5. " O UAO U 1 8 AEA AR014 éofne sLitAd cycle©de (58241, 30 sec de pause, 1500
obpigqh pn I1T DPAOOA AT OOA AEANOGA AUAT A j T 6O RNOA
&AEOA O1 AUAIT A AO OITEO 181 OAO0 AA 1871 AEATOEIT 1T
broyé au maximum

6. 1 11 OOAADO O1 60 1T A Ei O0Ah DPAOOAO AEOAAGAT AT O U 1|
1.

I AAOOA i OAPAR 11 DPAOO i CAI AT AT O AT1 AGAO 1 AO AE

7. 0OAOOAO AEOAAOQAT AT O U 1 8Aa0&A ARGEINOSIU 1481 Al a0DAORAGRAE |

Traitement des déchets et matériel fin du jour 2

- Vider le bécher de tampon

- Mettre les élastiques et mailles sales/tamis de c6té

-2 AOPi OAO 1 A0 AEITAO j AGAA |1 6 AEAA Céte &apd pedse faikA OE
DAT AAT O T A TEOGA Al OOAAOG ABAQDOOAAOQEIT 1O APOi 08

-, AGAO 1AO0 i1 AGOENOGAOG AT 1T AO PAOGOAT O U 16AAO Aiil ET
- Décontaminer le matériel (bécher, billes, pinces, spatules, mailles/tamis) : asperger de produit et laisser

agir une 10aine de minutesD OEO OET AAO U 16AAO Aiil ETi OAl EOiT A
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Matériel :
- kit Qiagen DNeasy PowerSoil Pro (Ref Qiagen : - vortex
47014) - pipettes P1000 et P200 et cones filtre associés
- spatules stériles ou autoclavées et passées aux gants en nitrile ou latex
UVs
- centrifugeuse
- broyeur/homogénéiseur
0AT OAO U Z£AEOA O1 AiT 1T OOEI A Trnieqépiodale paAsiajadt de matéridl @ O O A A
i 671 OADA pAs
1. A8 &AEOA O1 OPET AO OOAA 01 xAO"AAA 00l bPI OO O0GA
Ags ' Eil OOAO EOONOoU ¢qum i ¢ ABEITTCiTAO AATO 1A O
(250 pL de ampon TNES pour le contrbéle négatif du traitement pestraction)
c. Ajouter 800 pl de la solution CD1.
Une fois I'échantillon chargé dans le tube PowerBeRdo, I'étape suivante est une procédure
d'homogénéisation et de lyse. Le tube PowerBead Pro contient un tampon qui va aider a disperser les
particules de sol, commencer a dissoudre les acides humiques et protéger les acides nucléiques de la
dégradation.
2. Homogénéiser soigneusement les échantillons a l'aide du GenoGrinder : 10 mn, 1750 rpm.
Un autre appareil peut étre utiliser pour homogénéiser les échantillon®rtex avec un adaptateur
pour tubes 2 mL a vitesse maximale, 10 mRowerLyzer 24 HomogenizeR*(2000 rpm, 30 s) avec
une pause de 30;sbroyeur horizontal, 2*(25Hz, 5 mn) en inversant les tubes de c6té entre les deux
broyages
, 6ACEOAOQETT AOO AOOAT OEAIT A PI OO OTA EiTiTCilTiEO
lysées par uneombinaison d'agents chimiques de I'étape 1 et d'une agitation mécanique introduite a
cette étape. L'agitation aléatoire des billes en présence d'agents perturbateurs entrainera la collision
des billes avec les cellules et I'ouverture de ces derniéres.
3. Certrifuger le tube PowerBead Pro a 15 000 g pendant 1 min.
4. Transférer le surnageant dans un tube Microcentrifuge 2 mL (fourni).
5 ' ETl O60A0 ¢nm t, AA 1T A Oi1OOEIT #%$¢ AO O1 OOAGAO b
La solution CD2 contient un réactif capable de précipiter les matiGreganiques et organiques non
lites a 'ADN, y compris les substances humiques, les débris cellulaires et les protéines. Il est important
d'éliminer les matiéres organiques et inorganiques contaminantes qui peuvent réduire la pureté de
I'ADN et la qualité @ I'échantillon et d'entraver les applications d’ADN en aval.
6. # A1 OOEEOCAO U puv nnmm C PATAAT O p [ ET 8 %l i OEOAI

dans un tube Microcentrifuge 2 mL.
A ce stade, le culot contient des matiéres organiques etgjaniques autres que I'ADN, notamment des
acides humiques, des débris cellulaires et des protéines. Pour obtenir les meilleurs rendements et la
meilleure qualité d'ADN, éviter de transférer une partie du culot.
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7.1 ET OOAO onmm t, AA 1 Aenddnis8.0ET T #$0c AO O OOAGAO
La solution CD3 est une solution saline trés concentrée. Etant donné que I'ADN se lie étroitement a la
silice a des concentrations élevées de sel, la solution CD3 ajustera la concentration de sel de la solution
d'ADN pour permettre la fixatio de I'ADN, mais pas des matiéres organiques et inorganiques autres
qgue I'ADN qui peuvent encore étre présentes a de faibles concentrations sur la colonne MB Spin
Column.

8. 40A1 O&I OAO ooumn t, AO 1 UOGAO OO0 O1T A ATl lendamth - "
min.
L'ADN est sélectivement lié a la membrane de silice de la colonne MB Spin Column en présence d'une
solution saline élevée. Les contaminants passent a travers la membrane, ne laissant que I'ADN lié a la
membrane.

9. * AOGAO 161 1 Ohdet kpéterAdiapeBRparsassdd Gue tout le lysat est passé dans la
colonne MB Spin Column.

€Y

10. Placer soigneusement la colonne MB Spin Column dans un tube Collection tube de 2 ml (fourni).
OOEOAO Aoi Al AAT OOOAO 1461 1 OBGpiChlunmAT OOEAOCAOQET 1

11.1 ET OOAO vnm t, AA T A O11O060EIT % AATO T A AT1111
La solution EA est un tampon de lavage qui élimine les protéines et autres contaminants non aqueux
de la membrane de la colonne.

12.* A O A O dd cénitrilugatfo®et replacer la colonne dans le méme tube.
13.1 ET OOAO vnm t, AA T A O1T1O606EIT #uv U 1T A AT1T111AS8
La solution C5 est une solution de lavage a base d'éthanol utilisée pour nettoyer davantage I'ADN lié

a la membrane. Cette solution de lavage élimine les sels résiduels, l'acide humique et d'autres
contaminants tout en permettant a I'ADN de rester lié a la membrane de silice.

14.* AOAO 1611 OAO AA AAT OOEAOCAOQEI T 8

15. Centrifuger jusqu'a 16 000 g pendant 2 minutes. Placesoigneusement la colonne dans un tube
d'élution de 1,5 ml (fourni).
Cette centrifugation permet d'éliminer les résidus de la solution C5. Il est essentiel d'éliminer toute

trace de solution C5 car I'éthanol qu'elle contient peut interférer avec les aggpions d'’ADN en aval,
telles que la PCR, les digestions par restriction et I'électrophorése sur gel.

16.! ET OOAU xm t, AA 1T A O1T1O0O0ETT #¢ AO AAT OOA AA 1A
Lorsque la solution C6 traverse la membrane de silice, I'ADN qui était lié en présence devectst
sélectivement libéré par la solution C6 (Tris 10 mM) qui ne contient pas de sel.

17. Centrifuger & 15 000 g pendant 1 min. Jeter la colonne MB Spin Column. L'ADN est maintenant prét
pour les applications en aval.

,613%. DAOO o8O00A AT luthsk eapidemedt ou domsen® & E-R0°CApOUD une
conservation a plus long terme.
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Remember to make a negative control consisting of a tube filled with 250 of TNES used for the samples
and which follows the same protocol.

1.

o g b~ w

N

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.

a. Spin the PowerBead Pro Tube briefly to ensure that the beads have settled at the bottom.

b. Add up to 250 mg of matrice in the Power Bead Pro Tube with a clean spatula.
(250 pL of TNES®uffer for negative control)

c. Add 800 pL of solution CD1.

Homogenize samples thoroughly using the GenoGrinder: 10 mn, 1750 rpm.

Another device can be used to homogenise the samples: vortex with an adaptor for 2mL tubes at
maximum speed, 10 min; PowerLyzer 24 Homogenizer, 2*(2000 rpm, 30 s) with a 30 s pause;
horizontal grinder, 2*(25Hz, 5 min) by inverting the tubes between the tgrindings.

Centrifuge the PowerBead Pro Tube at 15,000 x g for 1 min.
Transfer the supernatant to a clean 2 ml Microcentrifuge Tube (provided).
Add 200t I of Solution CD2 and vortex for 5 s.

Centrifuge at 15,000 x g for 1 min. Avoiding the pellet, transfeip to 700t | of supernatant to a clean
2 ml Microcentrifuge Tube (provided).

Add 600t | of Solution CD3 and vortex for 5 s.
Load 650t | of the lysate onto an MB Spin Column and centrifuge at 15,000 x g for 1 min.

Discard the flowthrough and repeat step8 to ensure that all of the lysate has passed through the
MB Spin Column.

Discard the flowthrough. Avoid splashing any flowthrough onto the MB Spin Column.

Add 500t | of Solution EA to the MB Spin Column. Centrifuge at 15,000 x g for 1 min.

Discard the flowthrough and place the MB Spin Column back into the same 2 ml Collection Tube.
Add 5001 | of Solution C5 to the MB Spin Column. Centrifuge at 15,000 x g for 1 min.

Discard the flowthrough.

Centrifuge at up to 16,000 x g for 2 min. Carefyllplace the MB Spin Column into a new 1.5 ml
Elution Tube (provided).

Add 701 | of solution C6 to the center of the white filter membrane.

Centrifuge at 15,000 x g for 1 min. Discard the MB Spin Column. The DNA is now ready for
downstream applications.

DNA can be stored at 4°C for rapid use or at -20°C for longer term storage.
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Matériel :

- kit Qubit dsDNA High Sensitivity et tubes pour Qubit (re@32856)
- pipettes P10, P200 et P1000 et conesfiltre associés

- tube Falcori¥

- vortex

- fluorimétre Qubit

- gants en nitrile ou latex

1. Préparez deux tubes pour les standards et un tube a essai pour chaque échantillon.

2. Préparer laworking solution (tampon + réactif) en diluant le réactif Qubit 1:200 dans le tampon Qubit :
préparer 200 ul de solution chaque standard et échantillon.
Le fluorimetre Qubit 5 calcule automatiquement le volume de tampon et le volume.

3. Dans les tubes standardsyettre 10 yL de standard et 190 uL de solution de travail. Pour les échantillons,
mettre 2 uL d'ADN et 198 uL de solution de travail.

4. Vortexer tous les tubes pendant 2 a 3 secondes.

5. Incuber les tubes pendant 2 minutes a température ambiante. Les gfsont préts pour la mesure dans
le fluorimétre Qubit.

Note : Si vous mesurez beaucoup d'échantillons en méme temps, faites des séries de 24 échantillons par
exemple pour une mesure précise car la fluorescence diminue avec le temps.

Remarque : si la nmure de I'échantillon est Out of Range (trop élevée), diluez I'échantillon par dix et
recommencez la mesure.

Standards from kit
Ensure all reagents are ﬁﬁi

U at room temperature Luj ti

Qubit™ reagent 10 I-'L\\u \N 10pL

-1

Final Qubit™ tubs volums is 200 pL

199 xn pl” User samples

Qubit™
180-199 L
waorking solution H .U g g

1-20 L 120 ply, 120N,

-
* whare n = number of standards plus number of samples ‘g U U

Final Qubit™ volume tube is 200 plL
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1. Set up two assay tubes for the standards and oassay tube for each sample.

2. Prepare the working solution (buffer + reagent) by diluting the Qubit reagent 1:200 in Qubit buffer:
prepare 200 pL of working solution for each standard and sample.
The Qubit 5 Fluorometer calculate the volume of buffer aralume automatically.

3. In the standard tubes, put 10 pL of standard and 190 pL of working solution. For the samples, 2 pL of
DNA and 198 pL of working solution.

4. Vortex all tubes for 23 seconds.

5. Incubate the tubes for 2 mnat room temperature. Tubes are ready for measurement in the Qubit
Fluorometer.

Note: If you measure a lot of samples at the same time, make series of e.g. 24 samples for precise measurement
because fluorescence decrease over time.

Note: If sample measurement is Out if Range (Too High), dilute sample by ten and measure again.

Standards from kit

Ensure all reagents are ﬂﬁﬂ
at room temperature

m

LJ

LIJ 1]

10 LIL\. N, 10pL

Qubit™ reagent
o E g
Final Qubit™ tube volumsa is 200 pl
199 = n pl* User samples

Qubit™ 180-199 pL
working solution H

1-20pL \' 1-20 ul_\& 1-20 pL\‘

* whara n = number of standards plus number of samplas U U U

Final Qubit™ volumea tube is 200 plL
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Matériel

Préparation des échantillons
- eau ultra-pure pour PCR
- tubes eppendorf 1,5 mL
- pipettes (dépend de la dilution, P10 a P200) et cénes a filtre associés

- gants en nitrile ou latex

PCR 1 : Qiagen Multiplex PCR Plus Kit (Referen@96152)

- Qiagen Multiplex PCR Plus Kit - pipettes P10, P200, P100@t cones a filtre
- eau ultra-pure pour PCR associés

- tubes eppendorf 1,5 mL - thermocycleur

- amorces diluées a 10 uM - centrifugeuse de paillasse

- plaque PCR ou barrettes - gants en nitrile ou latex

Al ABAGCAOI OA

- poudre agarose - marqueur de taille électrophorése
- GelRedM (ref 41003-T, Biotum) - électrophorése

-TAE1X - pipettes P10 et cbnes associés

- bleu de charge - gants en nitrile ou latex

Purification des amplicons PCR SPRI Beads (reB23317, Beckman Coulter)

- SPRI Beads (ref B23317, Beckmaloulter) - support magnétique pour barrettes

- barrettes - vortex

- ethanol pure - pipettes P10, P20Cet cones a filtre associés
-40EO pm i-h 4% T O AAO -gantsen nitrile ou latex
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Préparation des échantillons

3E 1TAO T AEATOEITTTO 110 O1TA AT 1TAAT OOAORiUrépo®PAGR T CT A
avant la PCR.

3E 1TAO T AEATOEITTTO 110 OTA AT 1TAAT OGAOBILT ART® To@T A
A6i AEAT OET 111 8

386EI 18A00 PAO DI OOEAT A AA EAEOA AAOOA AEI OOGEI T h p

PCR 1 : Qiagen Multiplex PCR Plus Kit (Referen@96152)

Le mix PCR doit étre fait en premier, dans en salle blanchedg aucun ADN ne rentre). On ne peut pas aller

AT OAT 1T A Al AT AEA OE i1 A AiEU [ ATEDOIiT AA 18!$. AA
DOAI ET OA AEI OA NOA 1611 AZAOOA AA T A EI O6OT i As

Penser a ajouter des blancs de PCR (eau ultrapure alABLA AA 18! $. q bl 60 AEANOA |
, A AT OPI A AGAI T OAAO OOEI| ES/dAdA0.B&OTI2 ARIL-183DAU AO A
i OBACEO A301T AT OP1I A AB8AI T OAAOG micOBjgHaRAB.O0 O Al DI |
01 60 1T A 1T AOGAAAOAT AET Ch Equeudv@X arhoicds Atlisées EPER1HSuAIERCR O A O

de séquencage (PCR2). Cette queue peut varier selos fgestataires de séquencage et il est nécessaire

Adi AEAT CAO AOAA AAO AAOT EAOO AOGAT O AA ATii1 AT ARO 1 AC
avec des queues adapté a la technologie lllumina
Nom amorce AmorcesC € NOAOA )1 y3WIQET A j OA
CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAIGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYC

mICOIntF_illadptr c

jgHCO2198 _illadptr GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAITIIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA

1. Préparer le mix PCR
Selon ce tableawi [ADN] dilué 5 ng/pL:

35,0l vol final
réactifs PCR pl pour 1 éch Con(f:i(:]r;tlreatlon ML pour n éch
Eau ultra-pure pour PCR 12 n*12
2X Multiplex PCR Master Mix 17,50 1,00X n*17,50
10pM primer mICOIntF_illadptt 1,75 0,5uM n*1,75
10pM primer jgHCO2198 _illadptr 1,75 0,5uM n*1,75
2. Répartir le mix dans les tubes ou plaque PCR
c8 ! ET OOARO 158!$. | 2
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Selon ce tableasi [ADN] < 5 ng/ul:

35,0l vol final
réactifs PCR ul pour 1 éch Con(f:ierz]r;tlréatlon UL pour n éch
Eau ultra-pure pour PCR 4 n*4
2X Multiplex PCR Master Mix 17,50 1,00X n*17,50
10uM primer mICOIntF_illadptt 1,75 0,5uM n*1,75
10uM primer jgHC0O2198 _illadptr 1,75 0,5uM n*1,75
2. Répartir le mix dans les tubes PCR
c8 ! ET OOAO 146! $ 10

En général, on utilise un fichier Excel pour faire les calculs des volumes pour les mix automatiquement.

4. Lancer la PCRselon le protocole suivant :

Dénaturation initiale 95°C 5min
Dénaturation 95°C 10sec
Hybridation | Touch down62-46°C ¢1°C/cycle) 30sec| x 16 cycles
Elongation 72°C 1min
Dénaturation 95°C 10sec
Hybridation 46°C 30sec| x 25 cycles
Elongation 72°C 1min
Elongation finale 68°C 10mn

Al ABACAOT OA
&AEOA O1 CcAl ABACAOI OA PAOI AO AA OEOOGAI EOCAO 1 A0 OA
OAOI AT AT O NOAI NOGAOG i AEATOEI T 11O OAPOi OAT OAT O AEAT
01 OGEADOOO DOI O1 Al 1 diedt. I1d\ dst pgedenté uk PpratQrAl®iitild@sht di BdRaY (ref
41003-T, Biotum).

1. &AEOA O1 CcAl ABACAOT OA U ob AOGAA ' Al 2AA EIT AT ODPI

2. Une fois le gel fait et durci, charger les puits avec

- 5L de PCR et 1 pdle bleu de charge

- 1,5 pL de marqueur de taille

3. ,ATAAO 1811 AAOOI PEI O1 OA P1T 6O ocuv I ET OOAO POEO OE

3E 1AO AiPIEATTO ''$. Oi1TO0 AEAT AA T A OAEIT A AOOAI
amorces avec demi-queue lllumina), les échantil lons sont préts a étre envoyé en séquencage.
Certaines entreprises/plateformes demandent & ce que les échantillons soient purifiés avant la

o= £ o~ oA

o#2ch ABAOOOAO 111 8 -dessOud le pr@dcdleie guiifitafion.i EO AE
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Purification des amplicons PCR z SPRI Beads (refB23317, Beckman Coulter)
#A DOI O ATT A OOEI EOA AME OREIAITA A OBI00 0 AO GH AR Of R
1871 AEATOEITT1T8 471 00 AOOPAR B itilskria Aplacd DOOEAEAAOQET |
1. a. (optionnel) Sivous avez fait des triplicats de PCR, regrouper les triplicats de PCR de chaque
échantillon & purifier dans un seul puits.

Sila PCR a été faite en barrette, vous pouvez mettre deux puits en un. Si la PCR a été faite en plaque,
vous devez mettre les trijgats en barrettes.

b. Remettre en suspension les billes SPRI. Ajouter un volume de SPRIselect pour obtenir un rapport
de 0,8x avec I'échantillon.

2. Mélanger le volume total de réaction en pipettant 10 fois et incuber a température ambiante
pendant 1 minute.

ou

Vortexer pendant 1 minute a une vitesse appropriée jusqu'a obtention d'un mélange homogéne.
Une homogénéisation insuffisante de I'échantillon et de SPRIselect conduira a des résultats de
sélection de taille incohérents. Veiller a bien mélanger.

3. Placer les barrettes sur un support magnétique approprié et laisser les billes SPRI décanter sur
I'aimant.
Les temps de décantation varient ; un volume d'échantillon initial plus élevé, un rapport SPRIselect
plus élevé ou des aimants plus faibles nécessiteront un temps de décantation plus long.

4. Retirer et jeter le surnageant clair.
Il faut veilleranepasasp OA O bPI OO NO"  OT A ET £ZET A NOAT OEOi AA
est lié aux billes. Une perte importante de billes entrainera une diminution du rendement.

5. %1 1 AEOOAT O 1A AAOAOOA AAT O 1 A OOBDI OOparerAi€l i OEK
I'éthanol frais pour des résultats optimaux) et incuber a température ambiante pendant 30
secondes. Retirer et jeter le surnageant d'éthanol.

Veillez a éliminer tout I'éthanol du fond du puits, car il s'agit d'un inhibiteur connu de PCR. Un temps

de séchage de quelques minutes a température ambiante peut étre effectué pour s'assurer que toutes

les traces d'éthanol sont éliminées, mais il faut veiller & ne pas trop sécher l'anneau de billes
(diminution du rendement).

Il faut veiller & ne pas aspirebl OO0 NO" 01T A ET £EiI A NOAT OEOi AA AEI I
est lié aux billes. Une perte importante de billes entrainera une diminution du rendement.

6. A8 2A0EOAO 1T A AAOOAOOA AO OOPDPI OO 1 Acii OENOGA AO
b. Méanger en pipettant 10 fois pour remettre les billes en suspension et incuber a température
ambiante pendant 1 minute.

c. Placer la barrette sur le support magnétique et laisser les billes SPRI se décanter sur |'aimant.

7. Transférer I'éluat (échantillon purifié) dans une plaque ou barrette de PCR pour la PCR2.
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Purification des amplicons PCR z SPRI Beads (refB23317, Beckman Coulter)
English version

1. a. (optional) If you made PCR triplicates, pool PCR triplicates of each sample to purify in one well.
If the PCR was done in strips, you can put two wells in one. If the PCR was done in plate, you have to
put the triplicates in strips.

b. Thoroughly resuspend the SPRI beads. Add a volume of SPRIselect to have a 0.8x ratio to the
sample.

2. Mix the total reaction volume by pipetting 10 times and incubate at RT for 1 minute
OR

Vortex for 1 minute at an appropriate speed until homogenous
Insufficient mixing of sample and SPRIselect will lead to inconsistent size selection results. Make sure
to mix well.

3. Place the reaction vessel on an appropriate magnetic stand and allow the SPRI beads to settle to the
magnet.
Settle times will vary; a higheinitial sample volume, higher SPRIselect ratio or weaker magnets will
require a longer settle time.

4. Remove and discard the clear supernatant.
Care should be taken not to aspirate more than a trace amount of beads during this step, as the desired
library is associated with the beads. Significant bead loss will result in reduced yield.

5. 7EOE OEA OAAAOQEIT OAOOAI OOGEIT 11 OEA 1 Aci Adh
optimal results) and incubate at RT for 30 seconds. Remove and discard the etbbsupernatant.
Be sure to remove all of the ethanol from the bottom of the well as it is a known PCR inhibitor. A dry
time of few minutes at RT can be done to ensure all traces of atelremoved but take care not to
over dry the bead ring (decrease elution efficiency).

Care should be taken not to aspirate more than a trace amount of beads during this step, as the desired
library is associated with the beads. Significant bead loss mult in reduced yield.

6. A8 2Ai 1T OA OEA OAAAOEIT OAOOAIT mEOIi OEA i AcCi AO A
b. Mix the total elution volume by pipetting 10 times to resuspend the beads and incubate at RT for

1 minute.

c. Place the reaction vessel on an pmpriate magnetic stand and allow the SPRI beads to settle to
the magnet.

7. Transfer the eluate (size selected sample) to an appropriate storage vessel (PCR plate or strips).

64

MISTRAL Rapport final

£ | Cou INRAG -£STIA 3 )

[ Ain Aval & Affluents Vol Loioron acege Al

Clh



Z A BR

Zone Atelier Bassin du Rhéne

ANNEXE 4 Treemaps pour les Mollusca et Malacostraca

Treemapsreprésentant la diversité de 3 niveaux hiérarchique au sein de la clasMalacostraca(haut) et

du phylum Mollusca(bas) pourl 8 EAAT OEAZEAAQEI T 11 OPET I 1 CE.NéphemierCAOAE
niveau hiérarchique (bordures tres épaisse, noms en blanc) correspond aux ordres paddralacostracaet

aux classes pouMollusca le deuxiéme (bordures épaisses, noms en noir) aux familles et le troisieme aux

taxa. Attention: les couleurs ente identifications morphologique et moléculaires ne correspondent pas
forcément pour un groupe donné.

IDENTIFICATION MORPHOLOGIQUE IDENTIFICATION MOLECULAIRE

<
O
<
[
Amphipoda Isopoda 8 Isopoda Amphipoda
O
<
—
<
=
IDENTIFICATION MORPHOLOGIQUE IDENTIFICATION MOLECULAIRE
<
O
N
2
Bivalvia Gastropoda o) Gastropoda
=
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ANNEXESF#1 i PAOAEOI T AARAO 1 EOOCAO OApi i1l i ENOGAG i1 OPET T T CENOAO AO i1T11AdOI AEOAO
Comparaison des listes taxonomiques morphologique (morpho, a gauche) et moléculaire (DNA, a droite) pour chaque prélévementdifférents sites. Pour

chaque prélévement, le nom de taxon avec ses rangs supérieurs abrégés se trouve en ordonnée. Pour chaque taxon, le ranfy faxeriN OA AA 1 8§ AOOECI
identification morphologique (a gauche) et en identification moléculaire (a droiteest renseigné par des couleurs. Une croix correspond a une ndétectio

DAO 1 6EAAT OEAEAAOETT 1117 AOI AEOAS

P1 P2 P3 P4
Art_Ephe Baetidae Bast [ ® Art_Ephe_Baetidae_Cenireptilum ® ®
Lphe_Baslides_Hasts Arl_Ephe_Baetidee_Baetis1 @ ® ‘At Ephe Bestidee. Prodiosond—@ b4 Art_Ephe_Ephemerelidee_Serratella| @ ®
Art_Ephe_Ephemerelidae_Serratella L] ® A E h—E"h T - )4
| t_Ephe_Ephemerellidae_Serratella §
Ant_Ephe_Heptageniidae_Heptageniidae ° ' Art_Ephe_Ephemersiidas_Serratella L4 b d Ar_Ephe_Ephemeridae_Ephemerad @ ° Art_Ephe_Siphionuridae_Siphlonurus @ °
Art_Plec_Plecoptera ] . Art_Dipt_Chironomidae_Orihociadinae 1 @ ° Art_Ephe_Leptophlebiidae_Habroleptoides |~ @ ° ) )
Art_Dipt_Chironomidae_Orthocladiinae ] ® Art_Dipt_Ceratopogonidae_Ceratopogonidae | @ X Art_Dipt_Chironomidae_Orthocladiinze | @ L]
Art_Digt_Ghironomiciae_Tanytarsini ® ® Ant_Dipt_Chironomidae_Tanytarsini < [ ] [ ] Art_Dipt_Chironomidae_Orthocladiinae 4 L] L]
* Art_Dipt_Chironomidae_Tanytarsini 4 L] L ] Art_Dipt_Tipulidae_Tipulidae - ] L ]
Art_Dipt_Chirenomidae_Chirenomini ® Art_Dipt_Chironomidae_Chironomini{ @ ® Art_Dipt_Chironomidae_Chironomini| @ L]
At_Dipt_Simulidae_Simulidae ] ® Ar_Dipt_Psychodidae_Psychodidee| @ ) At_Dipt_Dipterad{ @ °
Art_Cole_Elmidae_Riolus ° ' Art_Dipt_Simuliidge_Simulidee @ b Art_Amph_Niphargidae_Niphargidee @ X
. . Art_lsop_Asellidae_Asellus_aquaticus - ® ® i 4
Art_Isop_Aselidas_Aselidas L L Art_Isop_Asellidas_Asellus_aquaticus @ . = L e Dstraceda ] ® b4 Art_Cole_Hydrophilidae_Berosus .
Art_Ostracoda ] ® " ]
- Ann Oligochasia® @ ° Art_Copepoda e X Art_Hyme_Formicidee_Formicidee @ ®
< Ann_Oligochaeta] @ . - Ann_Oligochasta{ @ [ factor(value)
> morpho  DNA morpho  DNA morpho  DNA morpho DNA « 0
< 5 P6 P7 P8
h {—cR— ® 1
) . L Art_Ephe_Ephemerelidae_Seratella @ °
An_Ephe_Ephemerellidae_Serratella 1
L Art_Tric_Lepidostomatidas_Lepidostoma_hirtum= @ ® Art_Ephe_Ephemerelidas_Serratella{ @ ® Art_Dipl_Chiranomidae_Orthodadiinag L4 q ,
= na_rankv
o Art_Dipt_Chirenomidae_Ortheclaiinae °® % Art_Dipt_Chironomidee_Orthocladinae | @ L d .
2 Ar_Dipt_Chironomidae_Tanytarsini 1~ @ ® Art_Dipt_Chirgnomidae_Tanytarsini{ @ x class
1] e A d hocl g
Ia) S Ant_Dipt_Chironomidae_Tanytarsini ® % Art_Dipt_Chironomidae_Chironomini< @ ™ _Dipt_Chironomidae_Orthocladiinae L4 L4 ® subclass
$ t_Dipt R
s o Art_Dipt_Chironomidae_Tanypodinae @ ° Art_Dipt_Chirenomidae_Chironomini @ S ® order
‘@ Art_Dipt_Chironomidae_Chironomini [ ] imuli icae 4
< g P - X A _Dipt_Simulidae_Simulidae L4 g Art_Dipt_Chironomidae_Tanytarsini @ ° @ suborder
i . ) Art_Lepi_Lepidopterat @ L] Art_Copepoda @ o ® family
Aurt_Dipt_Chironamidae_Tanypodinae Art_Isop_Aselidae_Asellus_squaticus @ ® o subfamiy
Ann_Cligochaeta < [ ] ® Art_Hyme_Formicidae_Formicidae - [ ] [ J N
Ann_Oligochaeta ® x Ann_Oligechaeta L BaS ® tribu
Mol_Gastopoda{ @ %
® genus
morpho  DNA morpho  DNA morpho  DNA morpho DNA
® species
Pg P10 P11 P12
S ® NA
Art_Plec_Plecoptera 7 ® L ]
e Fleeen Art_Ephe_Ephemereliidse_Serratella| @ X
Ar_Dipt_Chironomidae_Orthocladinae | @ ° Art_Ephe_Ephemerelidae_Seratella{ @ ¥
Art_Dipt_Chironomidae_Tanytarsini{ @ ] Art_Dipt_Chircnomidae_Orthocladiinze { @
Art_Dipt_Chironomidae_Chironomini = L L4 Art_Dipt_Chironomidae_Orthocladiinae 4 ® P At Dipt Ch dae Tanyt ® w
Art_Dipt_Psychodidae_Psychodidae 1 @ ® "t Dipt_Chironomidae_Tanytarsini
Art_Hyme_Formicidae_Formicidae [ ] L]
Art_He Hets il 1
rt_Hemi_Heteroptera [ ] L ] O e o . . e Art_Cole_Coleaptera - L S
Art_lsop_Aselidae_Aselidsed @ ° wt_Dipt_Chiranamidas_Chiranomidae
Art_Ostracoda @ ] Art_Copepoday @ X
Ann_Aryn_Erpobdeliidae_Erpobdella 1 [ ] X Art_Cole_Coleoptera - ® * ® i}
Ann_Oligochaeta
Ann_Oligochaeta [ ] L ] -
morphe  DNA morphe  DNA morpho  DNA morpha  DNA

1D method
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Art_Ephe_Baetidae_Baetis -
Art_Ephe_Ephemerellidae_Serratella 4
Art_Dipt_Chironomidae_Orthocladiinae
Art_Dipt_Chironomidae_Tanytarsini 4
Art_Dipt_Simuliidae_Simuliidae 4
Art_Ostracoda -

Art_Copepoda -

Art_Trombidiformes 5

Art_Ephe_Baetidae_Baetis -
Art_Ephe_Ephemerellidae_Serratella 4
Art_Ephe_Heptageniidae_Ecdyonurus 4
Art_Dipt_Chironomidae_Orthocladiinae
Art_Dipt_Chirenomidae_Tanytarsini 4

Art_Dipt_Chironomidae_Tanypodinae -

Taxa ID Morpho

Art_Dipt_Simuliidae_Simuliidae §

Art_Amph_Gammaridae_Gammaridae

AMBERIEU-AMONT

Art_Trombidiformes -

Art_Ephe_Ephemerellidae_Serratella 4
Art_Ephe_Heptageniidae_Ecdyonurus 4
Art_Ephe_Heptageniidae_Rhithrogena

Art_Plec_Leuctridae_Leuctra 4
Art_Dipt_Chironomidae_Orthocladiinae -
Art_Dipt_Chironomidae_Tanytarsini <
Art_Dipt_Simuliidae_Simuliidae 5
Art_Amph_Gammaridae_Gammaridae -

Art_Trombidiformes -

P1
L] ®
L] L ]
L] L ]
L] ®
] L ]
L ] ®
L] x
L] L]
morlpho Dr'\IA
PS5
L ] L ]
L] L ]
L ] L ]
L] ®
L] L]
L] ®
L] ®
L] x
L] ®
mor‘pho DPIJA
P9
L] ®
L] ®
L] L ]
L] ®
L] ®
L] ®
L] L ]
L] x
] L ]
murlphu Dr'\lA

Zone Atelier Bassin du Rhéne

P2
Art_Ephe_Baetidae_Baetis L ] L ]
Art_Ephe_Ephemerellidae_Serratella - L ] L ]
Art_Plec_Taeniopterygidae_Brachyptera - [ L ]
Art_Dipt_Chironomidae_Orthocladiinae - L L ]
Art_Dipt_Simulidae_Simuliidae 5 L ®
T T
morpho DNA
P&
Art_Ephe_Ephemerellidae_Serratella| @
Art_Plec_Leuctridae_Leuctra - L
Art_Dipt_Anthomyidae_Anthomyidae - L ]
Art_Dipt_Chirenomidae_Orthocladiinae - L ] 0
Art_Dipt_Chirenomidae_Tanytarsini 4 L ] 2
Art_Dipt_Chironomidae_Chironomini 5 [ g g
Art_Dipt_Chironomidae_Tanypodinae - [ ] 8 ®
Art_Dipt_Psychodidae_Psychodidae - ® ; g
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Art_Plec_Leuctridae_Leuctra -
Art_Plec_Nemouridae_Protonemura -
Art_Tric_Rhyacophilidae_Rhyacophila -
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Art_Cole_EImidae_Elmis -
Art_Cole_EIimidae_Esolus
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