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1.1.

Contexte

Rappels des travaux réalisés sur la période de 2020 a 2021

Le projet a démarré au second semestre de 2020. Trois objectifs ont été identifiés pour 2020 :

Le 1°" objectif a été lié a I’'harmonisation de la taxonomie du phytoplancton afin de pouvoir : (1)
comparer les inventaires floristiques des DROM entre eux, (2) comparer le contenu des
différentes bases de références de barcodes contenant différents marqueurs génétiques (et
permettre ainsi une comparabilité des tests in silico mais aussi du recouvrement des especes
par chacun des marqueurs génétiques), (3) comparer les inventaires microscopiques avec les
inventaires obtenus en metabarcoding.

Un premier algorithme a été écrit, permettant de mettre a jour automatiquement I'ensemble
des rangs taxinomiques du phytoplancton d’eau douce référencé en lien avec le logiciel Phytobs
(Laplace-Treyture at al. 2017) dont la taxinomie, pour le phytoplancton, est a jour et basée sur
la base taxonomique de référence AlgaeBase (Guiry & Guiry 2020). Cet algorithme a été appliqué
sur les bases de références publiques curées (SILVA, Quast et al. 2013 ; PR2, Guillou et al. 2013 ;
PhytoRef, Decelle et al. 2015 ; uGreen, Djemiel et al. 2020 ; Diat.barcode, Rimet et al. 2019) ce
qui a permis, dés 2020, de commencer les travaux in silico concernant la comparaison des
marqueurs génétiques entre eux (gap-analysis, fiches synthétiques décrivant avantages et
inconvénients) et la recherche de primers relatifs a ces derniers, pour cibler efficacement le
phytoplancton en metabarcoding.

Le 28™ objectif de 2020 a été la recherche de primers. Nous nous sommes concentrés dans un
premier temps sur des tests in silico de couples d’amorces utilisés dans la littérature mais aussi
sur un autre volet ol de nouveaux couples de primers ont été congus depuis les bases de
références homogénéisées. Ces nouveaux couples ont été testés a leur tour. Le design de ces
derniers a pu étre réalisé grace a une méthode développée en 2020 pour la recherche de couples
de primers adaptés au metabarcoding ciblant des organismes appartenant a des clades
polyphylétiques et diversifiés taxonomiquement, comme c’est le cas pour le phytoplancton. A
I'issue de cette nouvelle méthodologie, certains couples d’amorces ont présenté des résultats
concluants (cf. rapport de 2021 et publication en cours).

Enfin, le 3°™ objectif a été le développement d’un protocole d’échantillonnage. Ce protocole
avait pour but d’étre transmis aux bureaux d’études, futurs acteurs des campagnes
d’échantillonnage du projet dans les DROM.

Pour I'année 2021 deux objectifs ont été identifiés :

La mise en place d’'une campagne d’échantillonnage pour laquelle les différents bureaux
d’études dans les DROM ont été contactés (transmission des instructions, du protocole et du
matériel nécessaire). Ces campagnes d’échantillonnages se sont appuyées sur un protocole
permettant le prélévement du phytoplancton dans les plans d’eau en limitant les risques de
contamination et en assurant une bonne conservation du matériel biologique jusqu’aux analyses
moléculaires. Les campagnes d’échantillonnages ont été réalisées dans les DROM, (1 site en
Guadeloupe, 9 sites en Guyane et 5 sites a la Réunion) et en métropole (4 lacs péri-alpins suivis
par 'UMR CARRTEL).

La sélection des primers pour laquelle 5 couples de primers ont été sélectionnés sur la base de
tests in silico. Ces couples de primers amplifient des fragments des génes 16S et le 23S (i.e., ARNr
16S et 23S, respectivement la petite et grande sous-unité ribosomale des procaryotes et dans
ce cas précis, I'unité procaryotique en jeu étant le chloroplaste). Ces 5 couples de primers ont
été testés in vitro sur des communautés synthétiques (i.e., mélange de cultures de microalgues
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1.2.

de la collection de culture TCC, Rimet et al. 2018) et un échantillon environnemental (Léman,
proche du port de 'lUMR CARRTEL, le 13.04.2021).

L'algorithme d’homogénéisation taxonomique développé en 2020 a été adapté et mis a
disposition dans une application en ligne (interface ShinyApp proposée par Rstudio) en open-
access : Phytool (https://caninuzzo.shinyapps.io/phytool_v1/). Une nouvelle version a été
déployée en 2022 (https://github-carrtel.shinyapps.io/phytool_v2/). A l'issue de cette année
2021, les couples de primers a retenir pour la suite du projet ont été définis. Les échantillons
environnementaux récupérés en fin d’année 2021 ont été analysés en metabarcodingen 2022
sur la base de ces choix de primers (cf. détails dans le rapport 2021).

Principaux objectifs pour I’année 2022

Les principaux objectifs pour I'année 2022 ont été :

La récupération début 2022 des échantillons des prélevements d’eau réalisés durant I'année
2021 dans les DROM et en métropole (grands lacs péri-alpins). Ces échantillonnages ayant été
mutualisés avec les campagnes d’échantillonnages prévus dans le cadre des suivis DCE ou
d’autres suivis de routine, nous avons pu bénéficier des comptages phytoplanctoniques
correspondants réalisés en microscopie par les bureaux d’études.

La réalisation des analyses moléculaires (i.e., extractions d’ADN, amplifications PCR et
séquencage) des différents échantillons de la campagne 2021. Ces analyses ont été réalisées
selon la méthodologie d’analyse établie sur la base des résultats des tests menés en 2021 et
détaillés dans le rapport 2021 de ce projet.

Le lancement d’une nouvelle campagne d’échantillonnage pour I’année 2022. Les mémes sites
échantillonnés lors de la premiére campagne de 2021 (DROM, 4 lacs péri-alpins) ont a nouveau
été suivis en 2022. Par ailleurs, de nouveaux lacs métropolitains suivis dans le cadre de la DCE
ont été rajoutés afin d’avoir un panel plus large de conditions environnementales sur lequel la
méthode pouvait étre testée.

Axe thématique 4 : Projet PhytoDOM — Février 2023 2
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Il. Campagnes d’échantillonnage

II.L1. Campagne d’échantillonnage de I’année 2021

Disposer pour chaque échantillon traité en metabarcoding, d’'un comptage microscopique du
phytoplancton est une condition essentielle a I'analyse et a la comparaison entre les données
morphologiques et moléculaires. Par conséquent, pour la campagne d’échantillonnage 2021, nous
avons pris contact avec les Offices de I'Eau des DROM et les DEAL/DREAL pour demander la permission
de contacter les bureaux d’études en charge des suivis DCE dans les DROM. Nous avons pu solliciter
ces derniers en vue de mutualiser leurs campagnes d’échantillonnage DCE avec celles que nous
souhaitions réaliser. La réponse positive des bureaux d’étude a permis de pouvoir bénéficier
d’échantillons filtrés (Sterivex 0.45 um) pour les sites référencés dans le Tableau 1. Outre, ces sites dans
les DROM, quatre grands lacs péri-alpins ont également été suivis (Tableau 1). Ces lacs péri-alpins sont
suivis par I'UMR CARRTEL dans le cadre du suivi de I'observatoire OLA (Observatoire des grands Lacs
Alpins) et pour lequel des comptages microscopiques sont réalisés. Au total, 19 écosystemes ont été
suivis en 2021 et 175 échantillons ont été obtenus. Bien que le projet PhytoDOM vise a s’intéresser
majoritairement a la diversité phytoplanctonique dans les plans d’eau d’Outre-Mer, des échantillons
d’autres écosystemes sont tout aussi importants dans cette phase de développement, pour tester et
valider la méthodologie sur une large diversité d’organismes et d’écosystemes.

Tableau 1. Liste des masses d’eau des DROM et de métropole échantillonnées lors des campagnes 2021.

Localisation Département Site Type de masse Nombre de Nombre
d’eau station d’échantillon
DROM Guadeloupe  Gaschet Retenue 1 5
Guyane Angouléme Riviere 1 1
Athanase Riviere 1 1
Aval Apatou Riviere 1 1
Dégrad Corréze Riviere 1 1
Fourmi Riviere 1 1
Langatabiki Riviere 1 1
Papaichton Riviere 1 1
Patagai Riviere 1 1
Twenke Riviere 1 1
La Réunion Bois Rouge Etang 1 12
Gol Etang 3 36
Grand-Etang Etang 1 4
Sainte Suzanne Riviere 1 12
Saint Paul Etang 3 36
Métropole  Haute-Savoie Aiguebelette Lac 1 8
Annecy Lac 1 15
Bourget Lac 1 18
Léman Lac 1 20
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I.2. Campagne d’échantillonnage de I’année 2022

Pour la campagne d’échantillonnage de 2022, le partenariat mis en place avec les bureaux d’études en
charge des suivis DCE dans les DROM, ainsi que le suivi des quatre grands lacs péri-alpins s’est poursuivi
(Tableau 1). La méme stratégie a été mise en place en métropole afin d’étendre I'échantillonnage sur
un plus grand nombre de sites (Tableau 2) avec les Agences de I'Eau et leurs bureaux d’étude
prestataires. Pour I’heure, 91 plans d’eau répartis entre quatre bassins ont été ajoutés a la liste initiale
(Tableau 2) représentant 221 échantillons supplémentaires. Il est déja prévu pour I'année 2023 de
poursuivre cette collaboration avec les Agences de I'Eau et leurs bureaux d’études prestataires,
notamment par I'échantillonnage de sites dans les bassins non échantillonnés en 2022 (e.g., Rhin-
Meuse).

Tableau 2. Synthése des masses d’eau de métropole suivis a partir de la campagne d ‘échantillonnage de 2022.

Bassin (Agence de I'Eau) Type de masse d’eau  Nombre de sites Nombre d’échantillon
Adour-Garonne Lacs 44 83

Artois-Picardie Lacs 5 15

Loire-Bretagne - - 0

Rhin-Meuse - - 0
Rhone-Méditerranée-Corse Lacs 28 81

Seine-Normandie Lacs 14 42
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l1Il. Traitement des échantillons au laboratoire

l1.1. Traitement des échantillons environnementaux

Pour la campagne 2021, un total de 175 échantillons environnementaux (Tableau 1) ont été
réceptionnés au laboratoire. Une fois récupérés, les échantillons ont été stockés a -20°C afin de
préserver au mieux I’ADN en vue de son extraction. Le travail en laboratoire a débuté une fois tous les
échantillons réceptionnés.

L’ensemble de ces échantillons a été traité dans les premiers mois de I'année 2022 en suivant le méme
protocole. Cependant, la méthode de filtration utilisée dans les DROM differe de celle utilisée pour les
échantillons des lacs péri-alpins :

Pour les DROM, des filtres encapsulés Sterivex 0.45 um (Figure 1) ont été utilisés par les bureaux
d’étude, suivant le protocole développé en 2020 (cf. rapport 2021) qui permet une filtration sur le
terrain. Une fixation est réalisée sur le terrain (ajout d’une solution de tampon de lyse) afin que le
filtre Sterivex puisse étre conservé pendant plusieurs semaines au frais et a I'obscurité, avant d’étre
envoyé au laboratoire de 'UMR CARRTEL pour I'extraction/PCR.

e  Pour les lacs péri-alpins, suivis par I'’équipe de I’'lUMR CARRTEL, les échantillons d’eau sont
directement réceptionnés et filtrés au laboratoire sur des unités de filtration et sur des
filtres ouverts présentant la méme porosité que les Sterivex: 0.45 um. Ce type de
filtration est possible car les échantillons d’eau peuvent étre filtrés et congelés quelques
heures seulement apreés leur prélevement. Apres filtration, chaque filtre est découpé en
morceaux avec des ustensiles stériles pour faciliter I’extraction d’ADN, puis placé dans un
tube Eppendorf 2mL et conservé a -20°C jusqu’a I'extraction/PCR. Ceci permet aussi de
s’affranchir des codts liés aux Sterivex.

Figure 1. Photographie de quelques Sterivex en provenance de La Réunion avant I’extraction.

L’extraction d’ADN repose sur |'utilisation du kit NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel) avec un protocole
adapté pour son utilisation avec des filtres Sterivex (Vautier et al. 2021). Cette méthode a déja été
testée avec succes en 2021. Pour les échantillons filtrés sur filtres ouverts, le protocole d’extraction a
été adapté de maniére a rester comparable a I'approche Sterivex : les mémes étapes et réactifs sont
utilisés. La Figure 2 résume le protocole utilisé pour un filtre Sterivex ou un filtre ouvert. Les protocoles
détaillés sont disponibles en Annexe 1 et 2. Une fois les ADNss extraits des 176 échantillons, leur
quantification a été réalisée en utilisant un NanoDrop (NanoDrop ONE ThermoScientific OZYME). En
fonction des valeurs obtenues, des dilutions ont été réalisées afin d’avoir des aliquots d’ADN a une
concentration de 5 ng. uL ™ destinés aux amplifications de PCR.
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Figure 2. Résumés des protocoles d’extraction d’ADN utilisés pour les échantillons d’eau filtrés sur Sterivex avec
2ml de tampon de lyse (panneau du haut) et sur filtres (panneau du bas).
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lll.2. Constitution d’échantillons synthétiques

Des échantillons synthétiques, a partir de souches en culture, ont été constitués afin de pouvoir avoir
des échantillons de composition contrélées (échantillons contréles).

111.2.1. Souches phytoplanctoniques utilisées

Pour constituer les échantillons synthétiques, 18 espéeces différentes, couvrant une large gamme
taxonomique de microalgues (Figure 3, experiment 2) et cultivées dans la collection de culture TCC ont
été utilisées. Parmi ces dernieres, 7 espéces sont communes avec les échantillons synthétiques de
I’année passée (Figure 3, experiment 1). Pour chaque souche, ’ADN a été extrait individuellement et
amplifié par PCR, afin de produire des mélanges d’amplicons (et non plus des mélanges d’ADN), dans
le but d’améliorer la qualité des échantillons controles (cf. section 111.2.2).

Experiment 1 Experiment 2

S " y Anathece clathrata X
) ) ynechococcales Synechocystis aquatilis X
Eubacteria Cyanobacteria Oscillatoriales Planktothrix rubescens X
Nostocales Dolichospermum flosaquae X X
Zygnema sp. X
Zygnematales X
Charophyta Zygnematophyceae j—— Mougeotia sp. X X
esmidiales Cosmarium regnellii X X
Plantes Sphaeropleales Tetradesmus obliquus X X
— Chlorophyceae Volvocaceae Pandorina morum X
Chiorophyta Chlamydomonadale: Haematococcaceae Haemato us lacustris %S
Chlamydomonadaceae Chlamydomonas reinhardtii
Prasio!a{es Stichococcus bacillaris
Trebouxiophyceae | lrebouxiales Botryococcus braunii X
Cryptomonas sp. X
Cryptophyta )
W Vischeria magna X
Chromista [Geprophytal Xanthophyceae Xanthonema montanum X X
Mediophyceae Cyclotella meneghiniana X «
Fragilariales Staurosira venter
Bacillariophyta Ulnaria acus X
Bacillariales i I
Bacillariophyceas bl Nitzschia palea X
ariales Asterionelia formosa X X

Figure 3. Espéces de la TCC utilisées dans les échantillons synthétiques en 2021 (« Experiment 1 ») et en 2022
(« Experiment 2 »). L’arbre présente les liens taxonomiques des différentes espéeces.

111.2.2. Test de différentes méthodes d’extraction d’ADN pour la constitution des
échantillons synthétiques

Les résultats de séquencgage obtenus en 2021 avec les échantillons synthétiques ont mis en évidence
certains biais, qui ont été discutés dans le rapport de 2021. En particulier, nous avons montré que les
communautés controles souffraient d’'un manque de précision quant a I’évaluation des concentrations
en ADN apres extraction. En effet, les ADN appartenant respectivement aux microalgues et aux
bactéries présentes dans les cultures ne pouvaient pas étre dissociés. Il est alors difficile d’évaluer avec
précision la quantité d’ADN d’une souche de microalgue lorsque celle-ci se trouve en culture non
axénique avec des bactéries associées.

Pour pallier ce biais nous avons testé différentes stratégies d’extraction d’ADN pour constituer des
communautés synthétiques. Tout d’abord, chacune des souches a été extraite individuellement selon
les 4 méthodes présentées dans la Figure 4 et détaillées ci-dessous :

e Communauté « GEN »: extractions d’ADN « brut » avec la méthode GenElute (le
protocole GenElute est en Annexe 3), comme cela avait déja était fait en 2021 (cf. mocks
« MA » livrable 2).
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e Communauté « AUT » : extraction d’ADN « brut » avec un protocole utilisant I'automate
MagnetaPure32 et le kit d’extraction NucleoMag Microbiome (MACHEREY-NAGEL) en
suivant les recommandations du fournisseur. L'intérét d’utiliser cet automate est le gain
de temps pour I'extraction d’un grand nombre d’échantillons.

e Communauté « FIL » : extraction d’ADN « brut » a partir de souches filtrées sur des filtres
ouverts dont la porosité est fonction de la taille des souches. Cette filtration a pour
objectif de réduire la quantité de bactéries associées aux cultures, censées passer au
travers du filtre, méme si une importante partie peut rester attachée aux cellules de
microalgues. Pour ce faire 2mL de chacune des souches ont été filtrés puis rincés avec un
volume de 200 mL d’eau stérile, agissant comme solution de lavage/resuspension des
organismes.

e Communauté « CHE » : cette méthode permet de réaliser une PCR sur une ou quelques
cellules isolées par microscopie, sans extraction d’ADN préalable. Elle se base sur un
protocole utilisant des billes de résines Chelex initialement développé par Walsh et al.
(1991) repris par Richlen & Barber (2005). Cette approche est intéressante, notamment
pour le séquencage de nouveaux barcodes d’espéces isolées par microscopie. Le
protocole de la littérature a été optimisé pour obtenir des résultats concluants ( le
protocole est présenté en Figure 5 et 'ensemble du protocole est également disponible
en Annexe 4).

N N «-EQ» pour equimolaire
centrifugation

Extraction d’ADN

2mL
«GEN-» ® 7N (GenElute)
> 2 partir du culot

pour GenElute

«-EX» pour expontentiel

«=GR» pour gradient

filtration avec 200mL

H20 qualité ) «-EQ» pour equimolaire
2k iomol. Extraction d’ADN
T /\
«FIL-» (GenElute) «-EX» pour expontentiel
a partir du filtre
pour Filtre «=GR» pour gradient
isolement au microscope «-EQ» pour equimolaire
goutelette P
P rotocole
«CHE-» - /\ _ _ Chelex «-EX» pour expontentiel
¢ — A

pour Chelex «-GR» pour gradient

«-EQ» pour equimolaire

«=EX» pour expontentiel

AAAA

«AUT-» N 8 ™ MagnetaPure32
?H — NucleoMag

pour Automate

«=GR» pour gradient

Figure 4. Présentation synthétique des différentes conditions d’extraction testées sur les souches contréles pour
constituer les différentes communautés synthétiques. Différents types de mélanges ont ensuite été constitués
(équimolaires, exponentiels et en gradient) et sont détaillés dans la section 111.2.3.
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Figure 5. Résumé des protocoles d’extraction d’ADN « GEN » et « FIL » (panneau du haut) et par "approche
single-cell « CHE » (panneau du bas).
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111.2.3. Constitution des communautés synthétiques a partir d’amplicons d’ADN

Les extraits de chacune des cultures, réalisés suivant les conditions présentées dans la section I11.2.2,
ont été utilisés pour constituer 3 différents types de mélange a partir d’amplicons PCR. Les extraits
d’ADN ont été amplifiés par PCR (cf. section IIl.3) afin d’obtenir, comme amplicons, les barcodes relatifs
a chacun des couples de primers. Aprés une étape de purification des amplicons a I'aide du kit Illustra
GFX PCR DNA and Gel Band (Cytiva), ceux-ci ont été quantifiés par NanoDrop pour constituer les
mélanges d’ADN ci-dessous :

e Mélange équimolaire (« EQ ») : la quantité d’amplicon de chacune des souches est de
20ng.

e  Mélange exponentiel (« EX ») : 2 espéces dominent le mélange (50ng d’ADN de chacune)
et les autres espéces reproduisent des cibles rares (1ng) ou tres rares (0.1ng).

e  Meélange par gradient (« GR ») : un gradient de la quantité d’ADN s’étendant de 1ng a 50
ng par souche, avec des paliers de 10ng (3 espéces sont associés a chaque concentration).

Au final, un total de 24 communautés synthétiques a été produit : 2 barcodes investigués (16S et 23S) x
4 méthodes d’extraction (GEN, AUT, FIL, CHE) x 3 assemblages (EQ, EX, GR). Les concentrations d’ADN
de chaque taxon dans chacune des communautés sont données en Annexe 8.

lll.3. Amplification PCR et séquencage des régions d’intérét

Le choix du ou des barcodes constituait une étape importante du rapport de 2021. Il a été choisi de
conserver pour cette année 2022 les 2 marqueurs 16S et 23S, afin d’assurer une comparaison entre
ces derniers au cas oU I'un d’entre eux (en particulier la région UPA de I’ARNr 23S) ne posséderait pas
suffisamment de taxons référencés dans la bibliothéque de barcodes Phytool (Canino et al. 2021). Cela
permet également d’augmenter les chances de détection des espéces en metabarcoding qui ne
seraient pas détectées en microscopie. Les couples de primers sont rappelés dans le Tableau 3:
CYA359F/CYA781R pour 'ARNr 16S et ECLA23S_F1/ECLA23S_R1 pour ’ARNr 23S (au vu des tests in
silico, ce couple d’amorce présentait un nombre de cibles taxonomiques plus important que les
autres).

La PCR a été réalisée en deux étapes avec le protocole fourni en 2021 pour la PCR1 et celui de la
plateforme de séquencage PGTB (Plateforme de Génomique et Transcriptomique de Bordeaux,
https://pgtb.fr/la-metagenomique-ciblee/) pour la PCR2.

Pour rappel, pour les PCR1, les mélanges réactionnels d’'un volume final de 25ulL sont constitués
comme suit :

e  2.5uL d’extrait d’ADN & une concentration d’environ 5ng.uL™(%)

e  5ul de I'amorce forward a une concentration de 1uM

e  5ul de I'amorce reverse a une concentration de 1uM

e 12.5uL (2X) KAPA HiFi HotStart Ready Mix (mélange prét de I'enzyme, tampons et
nucléotides libres)

Les résultats des amplifications ont été contrdlés sur gel d’agarose (1%) par électrophorese de 2mL
des produits de PCR. Lorsque les résultats s’avéraient de bonne qualité (i.e., amplification réussie,
bande nette sans trainées, absence de contamination, etc.), le reste de produit était conservé pour
remplir les plaques destinées au séquencage (volume minimal nécessaire par échantillon: 20pL).

! Lorsque la concentration initiale de I’échantillon le permettait (i.e., était supérieure a 5ng.uL?)
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Deux différents runs de séquencgage ont été réalisés sur la plateforme PGTB avec la technologie MiSeq
(kit Macro v3, 2x250pb). Ce kit permet d’obtenir 20 a 22.10° reads ce qui correspond a un peu plus de
100 000 reads environ par échantillon pour 191 échantillons multiplexés dans chacun des runs. Le
premier run concerne les amplicons obtenus avec les amorces ciblant la région v3-v4 de I’ARNr 16S
(CYA359F/CYA781R), le second run concerne les amplicons obtenus avec les amorces ciblant la région
UPA de I’ARNr 23S (ECLA23S_F1/ECLA23S_R1).

Tableau 3. Récapitulatif des amorces utilisées pour amplifier la région v3-v4 de '’ARNr 16S et la région UPA de
V'ARNr 23S.

Couples d’amorces Forward Reverse Référenc
e

CYA359F/CYA359R GGGGAATYTTCCGCAATGGG GACTACWGGGGTATCTAATCCCW  Niibel et

[16S v3-V4] T al. 1997

ECLA23S F1/ECLA23S R ACAGWAAGACCCTATGAAGC  CCTGTTATCCCTAGAGTAACTT Cette

1 T étude

lll.4. Optimisation des protocoles de laboratoire

Les différents protocoles pour I'extraction d’ADN sont disponibles en Annexe 1 (Nucleospin soil filtre
ouvert), 2 (Nucleospin soil Sterivex), 3 (Genelute) et 4 (Chelex).

En annexe sont donnés également les protocoles relatifs aux filtrations : sur filtre ouvert (Annexe 5)
et sur Sterivex adapté au terrain (Annexe 6), ainsi que le protocole d’amplification recommandé par
la plateforme PGTB (Annexe 7).

Le protocole actuellement utilisé en routine pour I'extraction d’ADN des échantillons prélevés a I'aide
de Sterivex et conservés dans du tampon de lyse présente certains inconvénients. En effet, le protocole
est long, ne permet pas de passer beaucoup d’échantillons en une journée (seulement 12 pour 1
manipulateur) et est colteux en consommables. C'est également en grande partie pour cela que
lorsque c’est possible (i.e., lorsque I'échantillon d’eau peut étre ramené au laboratoire quelques
heures aprées le prélevement, tout en le conservant au frais pendant le transport) I'approche utilisant
les filtres ouverts, préservés a sec et a -20°C doit étre favorisée.

111.4.1. Optimisation de I’approche « Chelex »

L'intérét principal de I'approche « Chelex » est le potentiel qu’elle offre pour séquencer facilement des
especes a partir de seulement quelques cellules (pipetées dans un échantillons naturel), sans avoir a
les cultiver,) afin de pouvoir compléter facilement les bases de référence de barcodes. Le protocole
Chelex (Annexe 4), a d( étre adapté par rapport a la littérature (e.g., Walsh et al., 1991) pour permettre
une amplification a partir de cellules de microalgues isolées : augmentation du nombre de cellules
cibles (nombre dépendant de la taille de ces dernieres et de la facilité a les isoler a I'aide de pipettes
pasteurs installées sur un micropipeteur) re-suspendues dans un volume moins important de Chelex
(50uL). De plus, I'étape de lyse du protocole originel repose uniquement sur une étape de lyse
mécanique (i.e., choc des microbilles de Chelex entre-elles) relativement courte. Nos résultats ont
montré que cette étape n’était pas suffisante pour certaines microalgues qui restaient intactes a I'issue
de cette lyse (e.g., Figure 6 avec Haematococcus lacustris). Pour pallier cela, un choc thermique a été
ajouté. Nous préconisons également d’augmenter le temps des étapes d’agitation.
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Figure 6. Photographie de cellules d’Haematococcus lacustris, restées intactes aprés la lyse mécanique du
protocole Chelex.

111.4.2. Optimisation du protocole d’extraction d’ADN a partir de Sterivex utilisant
I’'automate MagnetaPure32

Cet automate a été testé en vue d’optimiser I'efficacité de I'extraction d’ADN en permettant un gain
de temps et la réduction des couts, notamment lors du traitement de plusieurs centaines
d’échantillons. Des tests ont été réalisés sur des échantillons environnementaux pour comparer
I’efficacité de I'automate avec celle du kit NucleoMag Water (MACHEREY-NAGEL) et les méthodes
utilisées en routine en 2022 pour les filtres ouverts et les Sterivex. Etant contraint par I'utilisation de
Sterivex contenant du tampon de préservation, le nouveau protocole a d{i étre optimisé pour partir de
cette étape et poursuivre I'extraction sur I'automate. Les résultats des tests effectués sur ce dernier
ont montré, qu’a partir d’'un volume de lysat inférieur, les extraits d’ADN présentaient une qualité
supérieure (dosages et vérifications au NanoDrop) et une quantité d’ADN extrait plus importante
(quantifications réalisées au QuBit). Les résultats de metabarcoding pour des tests identiques réalisés
dans le cadre d’un autre projet montrent que les structures des communautés de diatomées sont
similaires pour un méme échantillon dont I'extraction a été réalisée avec I'automate et avec le kit
NucleoSpin Soil. Des tests de détection de cibles rares par ddPCR (Stilla) ont également été réalisés
dans le but de voir a quel point le nouveau protocole testé différait de I'ancien pour extraire de ’ADN
présent en faible quantité. Il s’est avéré que les cibles rares étaient mieux détectées avec le protocole
d’extraction sur automate qu’avec I'ancien.
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IV. Développements bioinformatiques

IV.1. Mise a jour de I'application Phytool

La nouvelle version v2 de Phytool (Canino et al. 2021) est disponible sur le site Github de I'UMR
CARRTEL au lien suivant : https://github.com/Github-Carrtel.

Toutefois I"ancien site de Phytool est toujours disponible
(https://caninuzzo.shinyapps.io/phytool v2 beta/) et propose une redirection vers la nouvelle
adresse.

Plusieurs améliorations sont disponibles dans cette nouvelle version :

e La couverture taxonomique a été enrichie. A l'origine, seulement les especes de
microalgues recensées sur Phytobs (Laplace-Treyture et al. 2017) étaient disponible sur
Phytool. La taxonomie relative aux microalgues dans la base de données TAXREFv15 de
I'INPA (Gargominy et al. 2022) a été utilisée pour rechercher davantage de microalgues
dans les bases de références ADN publiques. Un nouvel onglet a ainsi été mis en place
dans le « Taxonomy Browser » pour permettre une distinction entre les microalgues d’eau
douce uniqguement (Phytobs) et les microalgues pouvant provenir des milieux aquatiques
et terrestres (Phytobs et TAXREFv15).

e Les noms des auteurs des taxons ont été ajoutés (suggestions des reviewers de Canino et
al. 2021). Par ailleurs, la base de référence Diat.barcode (Rimet et al. 2019) réunissant les
barcodes rbcl pour les diatomées a également été intégrée dans un onglet dédié.

e La méthode de curation des séquences ajoutées dans Phytool a été modifiée dans la
version v2. Lorsque différentes séquences avec un méme nom taxonomique sont
comparées entre elles, un « cluster » arbitraire est construit avec un seuil de similarité de
a 80% (i.e., suffisamment large pour exclure uniquement les séquences qui pourraient
étre considérées comme des outliers et donc comme séquences mal assignées). Les
séquences ayant un méme nom taxonomique et qui sont en dehors de ce cluster ne sont
pas retenues.

e Concernant les bases de référence (i.e., 16S, 23S, 18S et rbcL de Diat.barcode), un outil
permettant de visualiser leur contenu de maniére interactive a été ajouté.

e  Par ailleurs, il est possible de télécharger les séquences en vue de créer une base de
référence pour une assignation sur un logiciel dédié (e.g., Mothur qui requiert un format
spécial).

e  D’autres modifications, d’ordre mineur, ont également été réalisées :

e L'onglet « Versions » sur I'application permet d’avoir un apercu des modifications
réalisées dans la version 2 de Phytool.

e Sur la page principale, un lien a été ajouté afin que les personnes intéressées, pour
rejoindre le réseau « barcodes » et aider a alimenter les bases de références,
puissent prendre contact avec nous.

Enfin, la mise a jour v2 de Phytool a permis d’enrichir de nouvelles séquences, les différentes bases de
références des marqueurs d’intérét (16S, 23S, 18S, rbcl).
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IV.2. Traitement des données de séquengage

Les données de séquencage (sous la forme de fichiers FASTQ) ont été analysées grace au pipeline
développé en 2021. Il utilise notamment le logiciel cutadapt v3.5 (Martin 2011) qui permet de détecter
et de retirer les primers des reads. Le traitement des séquences se poursuit jusqu’a I'obtention des
tables d’ASVs (Amplicon Sequence Variant) en utilisant le pack logiciel « open source » DADA2 v1.20
(Callahan et al. 2016). L’assignation taxonomique des ASVs a été réalisée en utilisant la commande
classify.segs du logiciel Mothur (Schloss et al. 2009). Le script a été légérement modifié pour permettre
des sorties graphiques supplémentaires comme par exemple i) une visualisation du chevauchement et
de I'assemblage des reads curés entre eux, ou ii) une sortie graphique finale permettant d’avoir un
apercu de la diminution du nombre de reads aprés chacune des étapes du pipeline bioinformatique.
Ce script, rédigé en langage de programmation R, est en cours de publication et sera mis en open
access sur: https://github.com/Github-Carrtel.

IV.3. Optimisation de I’analyse des données

Comme expliqué précédemment, pour chacun des échantillons environnementaux analysés en
metabarcoding, un fichier d’observation microscopique est disponible. La nomenclature taxonomique
des comptages microscopiques a été homogénéisée avec Phytool v2 afin de pouvoir comparer les listes
obtenues en microscopie aux listes obtenues en metabarcoding. Dans certains cas, ’homogénéisation
par Phytool v2 n’a pas suffi car des erreurs étaient présentes dans les fichiers d’entrées de microscopie
(e.g., fautes de frappes, majuscules, espaces trainants etc.). Au vues de la récurrence de certaines
erreurs, provenant probablement en partie du logiciel d’aide au comptage Phytobs, une liste de ces
erreurs a donc été dressée et envoyée au gestionnaire du logiciel Phytobs.

Concernant l'algorithme d’assignation des séquences environnementales, dans certains cas,
|"assignation n’allait pas jusqu’a I'espece et s’arrétait a des rangs taxonomiques supérieurs comme par
exemple I'Ordre. Ce phénomeéne se produit lorsque I'assignation est ambigie, du fait de la présence
de barcodes proches dans la base de référence de barcodes. Dans ce cas, les barcodes se caractérisent
par des noms taxonomiques différents mais un rang taxonomique commun. Afin d’augmenter la
comparabilité entre metabarcoding et microscopie nous avons développé une méthode d’assignation
semi-manuelle (Figure 7 s’appuyant sur les identifications validées en microscopie pour lever
I"ambiguité. Cette méme approche a été utilisée pour identifier les séquences correspondant aux
especes des échantillons synthétiques lorsque le résultat de leur assignation était ambiglie, en
s’appuyant sur leur présence connue dans I'échantillon.
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Figure 7. Présentation schématique du fonctionnement de I'algorithme utilisé pour ré-assigner les séquences

environnementales en s’appuyant sur les suivis microscopiques.
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V. Comparaison des inventaires obtenus en microscopie et
en metabarcoding

V.1. Echantillons synthétiques

Les échantillons synthétiques étaient composés de quantités controlées d’ADN d’amplicons de 18
espéces différentes. L’hypothese est qu’il y a, pour une espéece donnée, une relation entre la quantité
d’ADN introduite dans I’échantillon synthétique et le nombre de reads obtenus aprées séquencage. Une
corrélation est donc attendue entre la proportion d’ADN introduit et la proportion de reads obtenus
sur I'ensemble des espéces constituant I’échantillon synthétique.

Pour le marqueur 16S, 15 especes sur 18 ont été détectées, dont 3 ont été correctement assignées a
I’espéce. Trois espéces n’ont pas ont été détectées : H. lacustris, P. morum et V. magna (Figure 3). Pour
certaines des 15 especes qui présentaient des barcodes peu résolutifs, I'algorithme de réassignation a
été appliqué et une assignation manuelle a été réalisée pour les autres.

Pour le marqueur 23S, les 18 especes ont été identifiées, méme si certaines (e.g., H. lacustris)
présentaient une abondance trés faible (10 reads seulement sur un échantillon). Parmi ces especes, 6
ont été correctement assignées jusqu’a I'espéce, les autres ont été réassignées au moyen de notre
algorithme de réassignation et/ou d’une réassignation manuelle.

La Figure 8 présente pour I'ensemble des échantillons synthétiques, la quantité relative d’ADN
introduite pour une espéce dans I'échantillon en fonction de I’'abondance relative des reads obtenus
pour cette espéce dans un échantillon donné. Deux droites de corrélation ont été réalisées pour
chacune des communautés et chacun des 2 marqueurs :

e Enbleu, la droite représente la régression sur I'ensemble des points.

e Enrouge, la droite représente la régression lorsque les valeurs extrémes sont enlevées,
en particulier les concentrations les plus fortes en ADN.

L’estimation du lien entre la quantité d’ADN introduite et le nombre de reads est plus forte (i.e., des
coefficients de corrélation plus élevés) et plus significative (p-value < 0.05) pour le marqueur 23S que
pour le marqueur 165, et ceci quelle que soit la méthode d’extraction considérée (i.e., AUT, CHE, FIL,
GEN). Un meilleur taux de détection des espéces introduites est également observé avec le marqueur
23S.

En ce qui concerne les abondances relatives de reads pour la condition de mélange équimolaire (Figure
8 : points alignés les uns au-dessus des autres et correspondants a une quantité relative d’ADN environ
égale a 2) la dispersion des points avec le 23S est moindre qu’avec le 16S. Cela signifie que les
proportions de reads sont mieux corrélées aux proportions d’ADN avec le marqueur 23S. Cela est en
particulier influencé par la moindre capacité de détection des espéces observée pour le 16S.
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Figure 8. Corrélation entre la quantité d’ADN introduite et le nombre de reads obtenus pour les 18 espéces dans
les 3 échantillons synthétiques (mélanges équimolaire, gradient et exponentiel) pour le marqueur 16S (haut) et
23S (bas) et pour chacune des 4 méthodes d’extraction utilisées (automate - AUT, Chelex - CHE, filtre - FIL,
GenElute - GEN). Les résultats sont exprimés en log des abondances relatives de reads et d’ADN d’amplicon par
espéece. En bleu : régression sur I'ensemble des données ; en rouge : régression sur un sous-ensemble des données
excluant les valeurs extrémes ; en pointillés : régression 1:1. Les coefficients de corrélations de Pearson sont
indiqués ainsi que la significativité de leur p-value (* <0.01 ; . <0.05).

Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de ces résultats :

. Premierement, concernant la capacité de quantification relative des espéeces présentes en
mélange dans une communauté : la constitution des communautés synthétiques a partir
de mélanges d’amplicons (en non d’ADN comme en 2021) a permis une meilleure
évaluation de la capacité des 2 marqueurs a produire des données semi-quantitatives en
metabarcoding. L'estimation de la quantité d’ADN introduite dans les communautés
synthétiques était en effet plus précise car réalisée sur les amplicons purifiés des barcodes
d’intérét, donc trés majoritairement sur les organismes cibles (et non sur d’autres
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organismes non-cibles comme les bactéries, cf. rapport 2021). On observe une corrélation
robuste avec le 23S, en particulier pour les échantillons extraits avec I'automate (AUT).

. Deuxiemement, les résultats de ces échantillons mettent en évidence la sous-
représentation ou non-détection de certaines especes contrOles. Le fait d’avoir en
paralléle les données de metabarcoding 16S et le 23S permet d’identifier si cela est di a
un probleme d’amplification spécifique au marqueur (quand une espéece est détectée par
un marqueur et pas par l'autre) ou d’extraction (quand I'espéce n’est détectée par aucun
des 2 marqueurs). Des tests d’amplifications in silico peuvent également servir de
controles supplémentaires. Le cas de Haematococcus lacustris, montre la difficulté
d’extraire 'ADN de cette souche, qui n’est in fine représentée par aucun des deux
marqueurs. L'étape de lyse cellulaire pourrait étre mise en cause. Cependant, malgré la
présence de différent types de lyse des cellules (lyse chimique pour la méthode AUT; lyse
enzymatique + choc thermique pour les méthodes GEN et FIL et lyse mécanique + choc
thermique pour la méthode CHE) cette espéce n’a pas pu étre détectée, ou tres peu. Cela
pourrait étre d( au fait que H. lacustris est une espéce aérophile qui peut produire des
kystes de résistances qui sont probablement difficiles a lyser.

. Enfin, les 4 méthodes d’extraction d’ADN testées présentent des résultats variables quant
a leur potentiel d’extraction des différentes espéces. En considérant uniqguement les
corrélations significatives, les méthodes « AUT » et « GEN » semblent plus efficaces que
les 2 autres méthodes (i.e. « FIL » et « CHE »), permettant une meilleure détection et une
meilleure quantification des especes dans les communautés synthétiques. Pour la
méthode « FIL », certaines espéces de microalgues peuvent solidement adhérer aux filtres
et/ou former des amas, réduisant I'efficacité de I'extraction d’ADN. Cette hypothése
permettrait d’expliquer pourquoi Nitzschia palea a été détectée correctement par les
autres méthodes, mais pas sur filtre. Cette diatomée benthique, forme naturellement des
amas cellulaires solidement attachés entre eux et également au support. Dans des
échantillons environnementaux, de tels amas sont donc susceptibles de se former, en
fonction des espéces présentes dans les communautés, |'étape d’agitation permettant de
bien détacher les particules du filtre est donc importante. Les étapes de lyse enzymatique
doivent également étre maintenues (i.e., sur un agitateur rotatif permettant un lessivage
complet du filtre). Enfin pour les filtres ouverts, leur découpage en petits morceaux et
I"absence de plis permettent de favoriser la disponibilité des microalgues aux étapes de
lyse.

V.2. Echantillons environnementaux

V.2.1. Ensemble des échantillons : lacs des DROM et lacs péri-alpins
V.2.1.1. Alpha-diversité

Dans un premier temps, la diversité locale a I’échelle de chaque échantillon (i.e., alpha-diversité) a été
calculée a partir des données obtenues avec les trois approches (pour rappel : microscopie, 16S et
23S). Une comparaison entre les valeurs d’alpha-diversité obtenues par microscopie et par
metabarcoding a été effectuée. Sur I’'ensemble des échantillons, les valeurs d’alpha-diversité obtenues
en microscopie sont corrélées modérément et significativement avec celles obtenues en moléculaire,
et ceci quel que soit le marqueur moléculaire considéré (16S: rho = 0.245, p-value<0.001;
23S : rho = 0.247, p-value<0.001 ; Figure 9). Par ailleurs, les valeurs d’alpha-diversité obtenues en
metabarcoding sont globalement supérieures a celles obtenues en microscopie.
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Figure 9. Relation entre les valeurs de diversité locale (ou alpha-diversité) calculées a partir des données de
microscopie et moléculaires (marqueurs 16S et 23S). a) La relation est estimée entre les données de microscopie
et les données du marqueur 16S. b) La relation est estimée en considérant les données de microscopies et les
données du marqueur 23S. Chaque point noir correspond a un échantillon des DROM ou de métropole. L’alpha-
diversité est exprimée selon l'indice de Shannon. Les relations ont été estimée par le calcul du coefficient de
corrélation non paramétrique de Spearman.

V.2.1.2. Beta-diversité

En complément, les structures des communautés (i.e., beta-diversité) obtenues en microscopie ont
été comparées a celles obtenues en moléculaire (16S et 23S). Des Analyses en Coordonnées Principales
(PCoA) ont été réalisées en se basant sur les listes floristiques, de chaque méthode, exprimées en
biomasse relatives d’espéeces pour la microscopie et en abondance relative du nombre de reads pour
les méthodes moléculaires. L'analyse PCoA pour la microscopie (Figure 10) met en évidence une
différence de structure entre les échantillons provenant des DROM et ceux des lacs péri-alpins. Parmi
les échantillons des DROM, I'étang de Gol a La Réunion (points bleus dans le cadre inférieur droit du
plan factoriel de la PCoA) se démarque des autres échantillons. Cet étang est connecté a I'océan par
un grau, suggérant une influence marine dans la structuration des communautés phytoplanctoniques
avec des apports d’eau de I'océan vers |'étang et inversement. Cette structuration est retrouvée avec
les données moléculaires du marqueur 16S (Figure 11) et du marqueur 23S (Figure 12). Le gradient
d’influence marine, notamment pour les sites d’échantillonnage de I'étang de Gol, est également
observé. L'identification des 10 taxons les plus abondants met en évidence des taxons communs entre
les trois approches appartenant aux genres Cryptomonas et Cyanobium (Figures 10, 11 et 12).
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Figure 10. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée
sur les données de microscopie obtenues sur ’ensemble des échantillons provenant des DROM (i.e., Guadeloupe,
Guyane et Réunion) et de métropole (i.e., OLA). Chaque point correspond a un échantillon et la couleur a sa
provenance : Guadeloupe (rouge), Guyane (jaune), Réunion (bleu), et métropole (vert, lacs OLA). Les échantillons
sont projetés sur le plan factoriel formé par les deux premiers axes de I'analyse (% d’inertie expliquée : Axe 1 :
15.58%, Axe 2 : 10.54%). Sur le plan factoriel de I'analyse sont également projetés les 10 taxons les plus abondants
dans I’ensemble des échantillons.
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Figure 11. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée
sur les données moléculaire (marqueur 16S) obtenues sur I'ensemble des échantillons provenant des DROM
(i.e., Guadeloupe, Guyane et Réunion) et de métropole (i.e., OLA). Les échantillons sont projetés sur le plan
factoriel formé par les deux premiers axes de I'analyse (% d’inertie expliquée : Axe 1 : 26.72%, Axe 2 : 13.48%).
Les 10 taxons les plus abondants dans I’ensemble des échantillons sont également projetés sur le plan factoriel
de I'analyse. Voir la Figure 10 pour plus de détail sur les légendes.
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Figure 12. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée
sur les données moléculaire (marqueur 23S) obtenues sur I'ensemble des échantillons provenant des DROM
(i.e., Guadeloupe, Guyane et Réunion) et de métropole (i.e., OLA). Les échantillons sont projetés sur le plan
factoriel formé par les deux premiers axes de I'analyse (% d’inertie expliquée : Axe 1 :22.39%, Axe 2 : 13.77%).
Les 10 taxons les plus abondants dans I'ensemble des échantillons sont également projetés sur le plan factoriel
de I'analyse. Voir la Figure 10 pour plus de détail sur les légendes.

V.2.1.3. Co-structure microscopie/metabarcoding

La co-structure (ou la congruence) entre les assemblages phytoplanctoniques obtenus par la
microscopie et par les marqueurs moléculaires (i.e., 16S et 23S) a également été évaluée grace a des
analyses de co-inertie. La congruence entre les données de microscopie et celles du marqueur 16S est
élevée, avec 68.69% de l'inertie totale expliquée par les deux premiers axes de I'analyse (Axe 1:
57.69%, Axe 2: 11.00% ; Figure 13). Un test de Monte-Carlo, montre également un degré de co-
variation élevé et significatif entre les deux ensembles de données (RV = 0.66, p = 0.01). Des patrons
similaires sont observés lorsque les données de microscopie sont comparées a celles du marqueur 23S
(Figure 14). Dans ce cas, les deux premiers axes de I'analyse de co-inertie expliquent 66.46% de I'inertie
totale et le test de Monte-Carlo indique un degré de co-variation élevé et significatif (RV = 0.67, p-
value = 0.01). Une congruence élevée est a noter entre les assemblages phytoplanctoniques obtenus
par les deux marqueurs moléculaires (i.e., 16S et 23S). L’analyse de co-inertie explique sur ses deux
premiers axes 62.67% de l'inertie totale (Axe 1: 50.10%, Axe 2 : 12.57%) et présente un fort degré
significatif de co-variation (RV = 0.96, p-value < 0.001).
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Figure 13. Analyse de co-inertie décrivant la co-structure entre les assemblages phytoplanctoniques estimés par
ACP sur les données de microscopie et moléculaire (16S). Projection des échantillons sur les deux premiers axes
de I'analyse. Pour chaque axe, les valeurs entre parenthéses correspondent au pourcentage d’inertie expliquée.
La longueur des fléches indique la différence de composition entre les données morphologiques (les points des
fleches) et les données moléculaires (les pointes des fleches). La couleur des points correspond a I'origine des

échantillons.
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Figure 14. Analyse de co-inertie décrivant la co-structure entre les assemblages phytoplanctoniques estimés par
ACP sur les données de microscopie et moléculaire (23S). Projection des échantillons sur les deux premiers axes
de I'analyse. Pour chaque axe, les valeurs entre parenthéses correspondent au pourcentage d’inertie expliquée.
La longueur des fléches indique la différence de composition entre les données morphologiques (les points des
fléches) et les données moléculaires (les pointes des fleches). La couleur des points correspond a I'origine des
échantillons.

Les analyses de beta-diversité ont mises en évidence des patrons structuraux des communautés
phytoplanctoniques distincts entre les échantillons provenant des DROM et de métropole et ceux quel
que soit le type d’approche considéré (i.e., microscopie, 16S, 23S ; Figures 10-12). Une analyse
spécifique a chaque milieu (i.e., DROM et métropole) a donc été réalisé dans la section suivante.

V.2.2. Echantillons des Lacs péri-alpins (OLA)

V.2.2.1. Gap analysis : comparaison des taxons détectés en microscopie et en
metabarcoding

La comparaison des taxons des lacs péri-alpins identifiés par les méthodes moléculaires (16S, 23S) et
la microscopie est présentée dans la Figure 15. Cette comparaison met en évidence que le nombre de
taxons communs détectés par les trois méthodes est élevé pour les niveaux taxonomiques les plus
hauts (i.e., phylum, class, ordre) et diminue fortement pour les niveaux les plus fins (i.e., famille, genre,
espéce). En particulier, au niveau « espéce » le nombre de taxons communs entre la microscopie et le
marqueur 16S est de 10% et entre la microscopie et le marqueur 23S est de 8.6%. La proportion
d’espéces identifiées seulement par I'approche moléculaire (16S et 23S) est importante (25%) et
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correspond principalement a des taxons de tres petite taille (picophytoplancton) difficiles a observer
en microscopie et présentant une importante diversité cryptique (e.g., Eustigmatophycées, diversité
de pico-cyanobactéries, etc.). La proportion d’espéces identifiées seulement par microscopie est
également forte (63%) et met en évidence la vacuité des bases de référence de barcode au niveau de
I’espéce. Cette proportion est nettement plus faible pour le genre (47.8%) et la famille (31.1%).

Order
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Figure 15. Diagrammes de Venn comparant les taxons identifiés par les trois approches (16S : bleu, 23S : jaune et
microscopie : vert). Les différents niveaux taxonomiques sont considérés du phylum a I'espéce. Le nombre (en
gras) et le pourcentage (%) de taxons sont indiqués.
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L'identification des 10 taxons les plus abondants détectés pour les trois méthodes met en évidence
qgue les taxons enregistrés en microscopie sont différents de ceux enregistrés en moléculaire, a
I’exception de Plagioselmis nannoplanctica (correspondant a Teleaulax sp., pour le 16S), qui a été
enregistré en microscopie et en moléculaire (Tableau 4). Les résultats montrent i) que le pico-
phytoplancton est sous-estimé en microscopie (Cyanobium, Synechococcaeae) et ii) que certains
taxons sont identifiés a des niveaux grossiers en moléculaire alors qu’ils sont identifiés au niveau
spécifiqgue en morphologie (e.g., Mediophyceae en moléculaire et Pantocsekiella costei en
microscopie), ce qui traduit la vacuité de la base de référence de barcodes.
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Tableau 4. Comparaison des dix taxons les plus abondants détectés par les approches morphologiques et
moléculaires.

Ab Ab Ab

Taxon (Microscopie) (%) Taxon (23S) (%) Taxon (16S) (%)
Synechococcaceae
Pantocsekiella costei 27.08 Cyanobium rubescens 12.79 unclassified 19.25
Dinobryon divergens 9.30 Plagioselmis nannoplanctica  9.45  Teleaulax sp. 18.12
Ceratium hirundinella 6.90 Mediophyceae unclassified 8.63  Cyanobium rubescens 11.61
Plagioselmis lacustris 5.57  Cyanobium unclassified 8.59  Cryptomonas curvata 8.58
Synechococcaceae

Fragilaria crotonensis 5.48  unclassified 7.82  Thalassiosira sp. 7.99
Mougeotia gracillima 4.62  Ochrophyta unclassified 7.41  Chrysochromulina parva 7.04
Plagioselmis nannoplanctica 4.57  Chromulinaceae unclassified  4.63  Cyanobium sp. 5.17
Cryptomonas sp. 3.48  Cryptophyceae unclassified 3.42  unknown unclassified 4.38
Diatoma tenuis 3.35  unknown unclassified 2.87  Cyanobium unclassified 2.33
Dinobryon sociale var.
americanum 3.05 Chrysochromulina parva 2.58  Planktothrix rubescens 1.77

V.2.2.2. Co-structure microscopie/metabarcoding

Afin de comparer les structures (ou beta-diversité) obtenues en microscopie et en moléculaire (168,
23S) dans les lacs péri-alpins, des analyses de co-inertie ont été réalisées (Figures 16 et 17). Les listes
floristiques de chaque méthode sont exprimées en biomasse relative d’espéces pour la microscopie et
en abondance relative du nombre de reads pour les méthodes moléculaires. Pour le marqueur de 168,
I’analyse de co-inertie met en évidence une congruence sur les deux premiers axes, représentant
30.65% de l'inertie totale projetée (Axe 1: 17.69%, Axe 2 : 12.96%). De plus, le test de Monte-Carlo
montre un degré significatif de co-variation entre les deux assemblages (RV = 0.62, p<0.001, Figure
16). Une congruence a également été observée entre les assemblages basés sur la microscopie et le
marqueur moléculaire 23S, avec 30.44% de l'inertie totale expliquée par les deux premiers axes (Axe
1:17.81%, Axe 2: 12.63%), et une co-variation significative (RV = 0.65, p<0.001, Figure 17). La co-
structure entre les assemblages phytoplanctoniques obtenus par les deux marqueurs moléculaires
(i.e., 16S et 23S) a également été testé. Une congruence forte est observée, avec les deux premiers
axes expliquant 76.1% de I'inertie totale projetée (Axe 1 : 63.81%, Axe 2 : 12.29%), et une co-variation
significative de 0.79 (RV, p<0.001).
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Figure 16. Analyse de co-inertie entre les assemblages phytoplanctoniques estimés sur les données de microscopie
et moléculaire avec le marqueur 16S. La longueur des fleches indique la différence de composition entre les
données morphologiques (points des fléeches) et les données moléculaires (pointes des fleches). Chaque point
correspond a un échantillon et sa couleur a sa provenance : Aiguebelette (vert), Annecy (jaune), Bourget (rouge),
et Léman (bleu).
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Figure 17. Analyse de co-inertie entre les assemblages phytoplanctoniques estimés par les données de
microscopie et moléculaire avec le marqueur 23S. La longueur des fléches indique la différence de composition
entre les données morphologiques (points des fleches) et les données moléculaires (pointes des fleches). Chaque
point correspond a un échantillon et sa couleur a sa provenance : Aiguebelette (vert), Annecy (jaune), Bourget
(rouge), et Léman (bleu).
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V.2.3. Echantillons des Lacs des DROM

V.2.3.1. Beta-diversité

Pour les lacs des DROM, les structures des communautés (beta-diversité) obtenues en microscopie ont
été comparées a celles obtenues en moléculaire (16S et 23S) grace a des PCoA. Les listes floristiques
de chaque méthode sont exprimées en biomasse relatives d’especes pour la microscopie et en
abondance relative du nombre de reads pour les méthodes moléculaires. Pour les échantillons
provenant des DROM, avec la microscopie, on observe toujours une différence de composition des
assemblages phytoplanctoniques de certains échantillons de I'étang de Gol (La Réunion) par rapport
aux autres échantillons (Figure 18). Alors qu’une partie des échantillons de I’étang de Gol sont projetés
dans la continuité des échantillons des 3 autres lacs Réunionnais (i.e., les points rouges présentant des
valeurs positives sur I’axe 1 de la PCoA), I'autre partie des échantillons (correspondant aux échantillons
du site le plus influencé par les apports marins) sont plus éloignés dans le plan factoriel. Ces résultats
confirment les patrons observés en microscopie sur I'ensemble des échantillons (Figure 10) et
indiquent une influence des apports marins dans la structuration des assemblages de phytoplancton
dans I'étang de Gol. Ce patron de structuration des assemblages phytoplanctoniques est également
retrouvé avec les marqueurs 16S (Figure 19) et 23S (Figure 20), mais de fagon moins marquée. Par
ailleurs, la dispersion plus large des échantillons pour les 3 autres lacs Réunionnais (i.e., Sainte Anne,
Saint Paul et Sainte Suzanne) montre que les données moléculaires permettent d’accéder a des
assemblages plus complexes et diversifiés qu’en microscopie.
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Figure 18. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée
sur les données de microscopie obtenues a partir des échantillons prélevés dans les 4 sites de la Réunion : Gol
(rouge), Saint Andre (jaune), Saint Paul (bleu), Sainte Suzanne (vert).
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Figure 19. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée
sur les données moléculaires (marqueur 16S) obtenues a partir des échantillons prélevés dans les 4 sites de la

Réunion : Gol (rouge), Saint Andre (jaune), Saint Paul (bleu), Sainte Suzanne (vert).
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Figure 20. Analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur une matrice de distance de Bray-Curtis calculée
sur les données moléculaires (marqueur 23S) obtenues a partir des échantillons prélevés dans les 4 sites de la
Réunion : Gol (rouge), Saint Andre (jaune), Saint Paul (bleu), Sainte Suzanne (vert).

V.2.3.2. Co-structure microscopie/metabarcoding

La co-structure (ou la congruence) entre les assemblages phytoplanctoniques obtenus par microscopie
et les marqueurs moléculaires (i.e., 16S et 23S) pour les plans d’eau des DROM a également été évaluée
par analyse de co-inertie. La congruence entre les données de microscopie et celles du marqueur 16S
est modérée, avec 58.05% de l'inertie totale projetée expliquée par les deux premiers axes (Axe 1 :
43.444%, Axe 2 : 14.61%). En outre, le test de Monte-Carlo, montre un degré modéré de co-variation
entre les deux ensembles de données (RV = 0,57, p =0.01, Figure 21). La congruence entre les données
de microscopie et celles du marqueur 23S est également modérée, avec 56.13% de l'inertie totale
projetée expliquée par les deux premiers axes de I'analyse (Axe 1 : 42.04%, Axe 2 : 14.09%), et un degré
de co-variation modéré entre les deux ensembles de données estimé par le test de Monte-Carlo (RV =
0,57, p 0.01, Figure 22). La co-structure entre les assemblages phytoplanctoniques obtenus par les
deux marqueurs moléculaires (i.e., 16S et 23S) a également été testé. Une congruence modérée est
également observée, avec les deux premiers axes expliquant 56.56% de l'inertie totale projetée (Axe
1:44.07%, Axe 2 : 12.49%), et une co-variation significative de 0.95 (RV, p<0.001).
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Figure 21. Analyse de co-inertie décrivant la co-structure entre les assemblages phytoplanctoniques estimés par
des ACP sur les données de microscopie et moléculaires (16S). La longueur des fléches indique la différence de
composition entre les données morphologiques (les points des fleches) et les données moléculaires (les pointes
des fleches). Chaque point correspond a un échantillon et la couleur a sa provenance : Gol (rouge), Saint Andre
(jaune), Saint Paul (bleu), et Sainte Suzanne (vert).
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Figure 22. Analyse de co-inertie décrivant la co-structure entre les assemblages phytoplanctoniques estimés par
des ACP sur les données de microscopie et moléculaires (23S). P La longueur des fléches indique la différence de
composition entre les données morphologiques (les points des fleches) et les données moléculaires (les pointes
des fléches). Chaque point correspond a un échantillon et la couleur a sa provenance : Gol (rouge), Saint Andre

(jaune), Saint Paul (bleu), et Sainte Suzanne (vert).
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VI. Tests d’application d’une métrique de bio-indication :
MCS de I'IPLAC

Pour le test d’application d’'une métrique de bioindication, nous avons choisi d’utiliser la MCS
(Métrique de Composition Spécifique) de I'lPLAC (Laplace-Treyture & Feret 2016). Cette métrique est
calculée sur la base de la formule de Zelinka et Marvan (1961), qui utilise le biovolume des espéces
dans I’échantillon et leur profils écologiques spécifiques tels que définis dans I'IPLAC.

Nous avons donc calculé la MCS pour les listes floristiques des lacs OLA obtenues en microscopie et
I"approche moléculaire 16S et 23S. Pour ces calculs, les listes floristiques de chaque méthode ont été
exprimées pour chaque échantillon en biomasse relatives d’especes pour la microscopie, et en
abondance relative de reads d’espéeces pour les méthodes moléculaires, ce qui est une modification
de la méthode définie pour la MCS basée sur les biovolumes absolus. Cette transposition de la
métrique pourra expliquer des différences ultérieures.

La comparaison entre les méthodes est présentée aux Figures 23 (microscopie et 16S) et 24
(microscopie et 23S).
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Figure 23. Comparaison des valeurs de MCS obtenues avec la microscopie et I'approche moléculaire 16S. Aucune
corrélation significative n’a été obtenue.
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Figure 24. Comparaison des valeurs de MCS obtenues avec la microscopie et I'approche moléculaire 23S. Aucune
corrélation significative n’a été obtenue.

Les valeurs entre les méthodes microscopiques et moléculaires ne sont pas corrélées significativement
et les méthodes moléculaires 16S et 23S donnent des valeurs éloignées de la microscopie. Plusieurs
raisons peuvent étre mises en avant pour expliquer ces différences. En premier lieu, la transformation
des données en abondance relative de reads et en biovolume relatif par espéce impacte fortement le
calcul et la pertinence de I'utilisation de la métrique. Ensuite, le nombre de taxons pris en compte pour
le calcul de la MCS pour les méthodes moléculaires est faible. En effet, sur un total de 35 taxons
assignés al’espece dans la liste des taxons a partir du marqueur moléculaire 23S, 14 (40%) présentent
des valeurs pour le calcul de MCS. De plus, sur un total de 30 taxons assignés a |'espéce dans la liste
des taxons du marqueur moléculaire 16S, seulement 13 (43%) présentent des valeurs pour le calcul de
MCS. Ces faibles nombres sont a comparer a I'approche microscopique ou sur un total de 104 espéeces
identifiées dans l'inventaire, 54 (52%) présentent des valeurs pour le calcul du MCS. Par conséquent,
i) les taxons dominants dans les méthodes moléculaires et morphologique ne sont pas les méme (cf.
raisons données dans la section V.2.1) et ii) certains taxons ne sont pas identifiés ou seulement a des
niveaux élevés (e.g., la famille) en méthode moléculaire car la base de référence ne présente pas de
barcodes de taxons proches. Au final, les taxons les plus indicateurs, i.e., avec des cotes spécifiques
élevées, ne sont pas retrouvés par les méthodes moléculaires (absence de barcodes correspondants).
Les notes de MCS plafonnent alors a 13-14 avec ces méthodes alors qu’elles montent jusqu’a 18 avec
les observations microscopiques.

Pour toutes ces raisons, 'utilisation de métriques de bioindication existantes et développées pour
I"approche microscopique comme la MCS de I'IPLAC ne semble pas étre la meilleure stratégie a suivre
en vue du développement de métriques de bioindication basées sur des données moléculaires tant
gue ces dernieres seront d’un niveau de détermination trop faible et incomplet.
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VIlIl. Annexes

Annexe 1 : Protocole d’extraction d’ADN sur filtre ouvert

EXTRACTION D’ADN 7 )
-y

A partir de filtres découpés conservés sans tampon CARRTEL = e
Rédigh par Alesis CANING (I alesseanino@inrae i} E cClT

Dharriibrs el icaiion 2 4 rad 022

Objecti INRAC, 4= OFB

Ce protocd e déerit Fétape dextraction dADN & partic d'un filtre (poroit 0,45 pm) prdala bl e nt
découpd en morceaus o consenve su congd abeur sanstampon Il et appliqué dand ce contete
pour récupdrer FADM du phyt oplane ton d'un e hantillon deau fltrée. || ndossaite |utilisation du kit
MucleaSpin Soil de MACHEREY-NAGEL (plus efficace que b kits Water' pour &liminer las
inhibiteurs de PCR) Ce protocols peut Stre rdalisd pour traiter 24 Schantillons, lestemps indica tifs
donnds sont propres d ce nodnbre déchantillons. Le protocole exposd est une adaplation de codu

dével oppd par VAU TIER &t alL 2021

PRO OLE EQUIPEMENT
ETAPE 1 [Temps nécassaine env.5 minutefs]]

Décongilation bréve Laboratolre:

« Décongeler les tubes rapidement (environ 3 minutes) 3 termpérature
ambiante et A Fabri de la lumiére

= Pendant cetermps, allumer un incubateur 3 37°Cet un autre 3 55°C
= Ajouter Iml de tampon de lyse dans chacun des tubes

ETAPE 2 [Temps nécassaine 10 minute(s)]
Retirer les particules du filtre
= Vortexer horizontalement les tubes pendant 10° 3 intensité maximale

ETAPE 3 [Temps ndcessaine avv 180 minutefs)]
Lyse cellulaire et digestion des débris cellulaires
« Ajouter 20 pL delysoryme dans chague tube

= Incuber 3 37°C pendant 45 min les tubes sur un agitateur rotatif
[placer également lasolution de 505 dans Nncub ateur)

= Ajouter 25 pl de protéinase K et 50yl de SDS 20% dans chaque tube

= Incuber 3 55°C pendant 2 heures lestubes surun agitateur rotat if
[placer également la solution de buffer SE dans 'incubateur)

ETAPE 4 [Tamps nécessaine env. 15 minutefs]]
Transferts des contenus

= Pipeter lasolution des tubes (ne pas récupérer les morceaux de filtres)
et la transférer dans un nouveau tube 2mlL

= Ajouter ensulte 200 L de buffer SL3 dans chagque tube
= Incuber les tubes & 4°C (réfrigérateur) pendant 5 min

= Préparer pendant ce temnps ncolonnes rougeset ntubes eppendorf
2mL (n étant le nombre d'échantillons)

Remmamue : Annoter (3i ndcesasire) ouplacer demanidre b dviter toute confusion

ETAPE 5 [Temps ndessaine 10-15minste(g)]

Elimination desinhibiteurs

= Centrifugation des tubes 2mL: 2 min 4 11000xg

« Prélever 60l de surnageant maximum et les déposer sur les
colonnes rouges respectives

« Centrifugation des colonnes rouges : 1 mina 11000xg

« Répéterles 2 opérations précédentes jusqu'a passer tous les

surnageants sur les colonnes rouges assochkées (attention & ne pas
croiser les échantillons )
Remarque: A la finde lopération, vos devrie2 avoir & noaveaun tubes de 2ml cont enant
le= surnageants filtrds (maimum L imL par tubse) sutravers de la colonne Les conserver
et jeter | ool onnes rouges.

Hotte (avec UV)

Incubateurs thermigques
Centrifugeuse pour tubes 2mlL
Microplpettes (lot 10 & 1000 pL)

Vortex horizontal® | Agitateur rotatif®
* adaptateur tubes ZmL

Consommables pour n échantillons :
Gants = Tubes eppendorf 2mL (2n)
Tubes eppendorf L.5mL (n) | Tips 100pL
Tips 1000pL
Tubes de collection 2mL (n)+M ¥
“Colonnes rouges” (nj=" ¥

"Colonnes vertes” )+

Réactifs pour néchantillons :
Lysozyme [n*20pL)
Protéinasek (n*25 pl)

SDS 20% (n*B0 uL)

Buffer SL3 (n*400pL)Y "
Buffer SB (n*1000 L)Y
Buffer SW1 (n*550 pL)sM ™
Buffer SW2 (n* 1300 pL)+4 ¥
Buffer SE (n* 30 350pL)«M ¥

+M¥ inclus dans le kit MucleoSpin Sollde
MACHEREY-MAGEL

PRECAUTIONS

Respecter les consignes de bases en biologie
maoléculaire, porter une blouse et des gants.
Jeter les déchets chimiques dans un
contenant prévu & cet effet parle
laboratoire
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» Ajouter 250l de buffer SB par tubesde 2mlL
» Vortex 5 secondes et centrifuger briégvement

ETAPE & [ Temps nécessaine 10-15 minute|s)]

Adsorption de TADN

» Préparer les colonnes vertes, les annoter et les placer sur des tubes de
collection

» Prélever 650pL de solution maximurm et les déposer sur les colonnes
vertes respectives

» Centrifugation des colonnes vertes : 1 mina 11000xg

« Vider le tube de collectlon dans un contenant prévu & cet effet,
replacer la colonne vertesur le tube de collection et répéter les 2
opérations précédentes jusqu'd passer tout le contenu des tubes
[attention & me pas crolser les échantillons 1)

Ala fin de lopération,
conserver lesn colonnes vertes|sur lesquelles sont adsorbés les ADN)

et les tubes de collections, qul seront utilisés pour les lavages.

ETAPE 7 [Temps nécessaire a7 minutefs)]
Lavages des colonnes

» Ajouter 500yl de buffer SB

» Vortexer brigvernent et centrifuger 30sec. & 11000xg

« Vider le tubede collecte

» Ajouter B50pL de buffer SW1

= Vortexer brigvernent et centrifuger 30sec. 4 11000xg

« Viderle tube de collecte

» Ajouter 650 UL de buffer SW2

» Vortexer brigvernent et centrifuger 30sec. 3 11000xg

» Vider le tube de collecte

» Refairele dernler lavage au buffer SW une seconde fols

« Centrifugation finale : 2min 4 11000xg pour sécher les colonnes

ETAPE 8 [Temps nécessaire a4 minutefs)]
Elution de TADMN

» Placer lacolonne verte surle tube final (i.e. celul qul contiendra
lextralt dADM et sera conservé au frals) : un tube eppendorf 1.5mL

= Ajouter 30 & 50 pL de buffer SE (Incubé & 55°)

» MNe pas fermer le bouchon et lalsser incuber & température amblante
1 min30sec.

« Centrifugation : 30sec. 411000xg

» Jeterla colonne verte

« Conserverd —20°C

REFEREMCESET CONTACTS

Marine Vautier, Cédle Chardon, Isabelle

Domaizon 2021 Fish eDMA: DNA edtraction

from water samples filbered through Sterives

filter unit and preserved in buffer. protocolsio
https :/fddoiorg 10.17 504/protoco ks iobfkBjlzw

CANING Alexis (3 alexis.c anino@inr ae.fr)
RIMET Frédéric (&5 frederic.rimet@inrae fr)
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Annexe 2 : Protocole d’extraction d’ADN sur filtre sterivex

EXTRACTION D'ADN

A partir de Sterivex conservés avec du tampon de lyse

CARRTEL 2 e
Rédigh par Aledis CANING {5 alexdscanino@inrae.fr) E cClL?

Objectif: INRAC c GFB

Ce protoco e déerit Fétape dextractiondADN b partir d'un filbre enca ol de Dype Sterivex

| peovroeaite wtil isd iei < 045 pm, conservd dans du tam pon de lee. || est appligué dans ce contexte
pour récupdrer FADN du phyt aplane tond'un ¢ hantillon deau filt ré_ 1| ndeessit e Futilisation du kit
Nucheospin Soil de MACH EREY-MAGEL| plus e Micace que bes kits "Wiater” pour & riner | e
inuibiteurs de PCR). Ce protocske peut Stre rdalisd pour traiter 12 Sterivex, leg temp indi catifs
donmnds sont propres i ce nombre déchantillons. Le protocole expodd £ pouie wr celui développd

75 |
&)

par VAUTIER ot al 2021

250 oL EQUIPEMENT
ETAPE 1 [ Temps nécessaine anv. 20 minutals]]

Diéicongélation du Sterbex Laboratoire:

Diand be cas odbes Sterves ont &0 congenvds su congd abeur
= LaisserlesSterivex environ 20 minutes & température ambiante &
I'abri de lalumiére

= Pendant cetemps, allumer un incubateur & 37°C et un autre 3 55°C

ETAPE 2
Retirer les particules du filtres

| Tesrps ndeasdaine 5mimnbeld)]

= “ortexer horizontalement les Sterivex pendant 5' 3 intensité maximale

ETAPE 3 [ Termips ndcsdsaine anv. 180 minutels)]
Lyse cellulaire et d gestion des débrls cellulaires
= AJouter 40 L delysoryme dans chague Sterivex

« Incuber i 37°C pendant 45 min les Steriwex sur un agitateur rotatif
[placer également lasolution de SDS dans lncub ateur)

» Ajouter 50 pL de protéinaseK et 100pL de SDS 20% dans chague
Ster hoex

= Incuber a 55°C pendant 2 heures les Sterivex sur un agitateur rotatif
[placer également lasolution de buffer SE dans 'incubateur)

ETAPE 4 [ Termps ndcsdsaine anv. 15 minute )]
Récupération et transferts des contenus
» Aspirerle contenu des Sterhvex A l'alde d'une petite seringue SmL

= Répartirle contenu d'un Sterivex dans 2 tubes eppend orf 2mL (solt
environ 1 imL par tube)

= AJouter ensuite 200 uL de buffer SL3 par tube
= Incuberles tubes & 4°C [ réfrigérateur) pendant & min

= Préparer pendant cetemps n colonnes rouges et 2n tubes eppendorf
2mL (nétant le nombre déchantillons)

Remargque : Annoter (3i néosisaine) ou placer de manidre b dviter toute confusion

ETAPE 5

Elimination des inhibiteurs

« Centrifugation des tubes 2ml : 2 mind 11000xg

= Prélever 650 pl de surnageant maximum et les déposer sur les
colonnes rouges respectives

= Centrifugation des colonnes rouges : 1 mind 11000xg

= Répéterles 2 opérations précédentes jusqu’a passer tous les

surnageants sur les colonnes rouges assockies (attention & ne pas
crolser les échantillons ')

| Termps nécessaine 10-15 i nute ()]

Hotte (aves UW)

Incubateurs thermiques
Centrifugeuse pour tubes 2mL
Microplpettes (lot 10 & 1000 pL

Vortex horizontal® | | Agitateur rotatif*
* adaptabeur tubes 15ml

Consommables pour n échantillons :
Gants | Tubes eppendorf 2mL (4n)
Tubes eppendorf 1.5mL (n)
Seringue S5ml (n) | Tips 100 pL
Tips 1000pL
Tubes de collection 2mL (n)+ ¥
"Colonnes rouges” (n)=Y ¥
"Colonnes vertes” [n)e ¥

Réactifs pour néchantillons :
Lysozryme (n*40pL) [0.05g/L]
Protéinasek (n*50 ul)[20mg/mL]

SDS 20% (n*100pL)

Buffer SL3 (n*400pL)M¥

Buffer SB (n*1000pL)sM ¥

Buffer SW1 (n*550 pL)=Y

Buffer SW2 [n*1300pL)«M ¥

Buffer SE [ 30 A50pL)+M ™

Ethanol 96° qualité blomal [pour SW2)

<MW e lus dans e kit NucleaS pin Soil de
MACHEREY-MAGE L

PRECAUTIONS

Respecter les consignes de bases en biclogle
maléculaire, porter une blouse et des gants.
Jeterles déchets chimiques dans un
contenant prévu & cet effet par le
laboratoire
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Remargue : A la finds Fopdration vous devriaz seir 4 nouvesu 2ntubes de 2ml contenant REFERENCESETCONTACTS
les surnageants filbrds (rasirum LimL par bubse) sutravers de la colonne Les consenes
et jeter |es ool onnes rouges. Marine Vautier, Cédle Chardon, Isabelle

« Ajouter 250l de buffer SB par tubesde ZmL Domaizon 2021 Fish eDMNA: DMNA edraction

from water samples filtered through Sterivesx
Vortex 5 secondes et centrifuger briégvement filter unit and p inbuffer. protocolzio

hittps :ide doiorg/10.17 504 protoco ks o bfkBjlkew

ETAPE & [Temps nécessaine 10-15 minute(s)]
Adsorption de IADN CANINOG Alexis (5 alexis.canino@ine ae.fr)

= Préparerles colonnes vertes, les annoter et les placer sur des tubes de RIMET Frédéric (&fr e @inrae.fr)

collection

= Prélever 650l de solution maximum et les déposer surlescolonnes
vertes respectives

» Centrifugation des colonnesvertes : 1 min 4 11000xg

= Wider le tube de collection dans un contenant prévu i cet effet,
replacer la colonne verte sur le tube de collection et répéter les2
opérations précédentes jusqu'd passer tout le contenu des tubes
[attention & ne pas crolser les échantillons !)

= Alafinde lopération,
conserver lesn colonnes vertes sur lesquelles sont adsorbés les ADN)
et les tubes de collections, qui seront utilisés pour les lavages.

ETAPE 7 [Temps nécessaine env. 7 minutels]]
Lavages des colonnes

= Ajouter 500uL de buffer SB

« Vortexer brigvement et centrifuger 30 sec. 3 11000xg

= Viderle tube de collecte

= Ajouter B50pL de buffer SW1

= Vortexer brigvement et centrifuger 30sec 3 11000xg

= Viderle tubede collecte

= Ajouter 650 pL de buffer SW2

= Vortexer brigvement et centrifuger 30sec 3 11000xg

= Viderle tube de collecte

« Refairele dernier lavage au buffer SW2 une seconde fols

= Centrifugation finale : 2 min 4 11000xg pour sécher les colonnes

ETAPE 8 [Temps nécessaine anv.4 minutefs]]
Elution de IADMN

= Placer lacolonne verte sur le tube final (i.e. celul qui contiendra
lextrait dADN et sera conservé au frals) : un tube eppendorf 1.5mL

« Ajouter de buffer SE (incubé 3 55°)

» Me pas fermer le bouchon et lalsser incuber Atempérature amblante
1 min30sec.

» Centrifugation : 30sec. 31 1000xg
= Jeterla colonneverte
= Conserverd —20°C
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Annexe 3 : Protocole d’extraction d’ADN Genelute

EXTRACTION D'’ADN

ﬁ ]
A partir d'un prélévement d'une culture pures de microalgues f-‘j‘
Rédigé par Alexts CAMING (@5 aleds.canino@ nrae.fr)

= ecia
Objectif: INRAZ OFB

Ce protooo e d éort Fétape d'extrac tion dA DM & partir d'un pré &rement de 2m L d'une oul ture pure
de milcroal gees 2x TOC) Ca dernler est faclle i mettre en place et pew col tew: cependant son
efficaci t€ paut varler en fonctlon des sowches de microalgues (et selon leur densité, structure/panol
cellulaire, tallle des cellulesate] 51 les souches nesont pes asénlgues fegul est sowvent lecas)
FADMextralt peut alors &tre principalement bactéren 5'esurer donc de lefficacité du protocole
sur la sousc he et garder ce< |ignes en consldération Le temps estimé est donné pour 10
échant]llons Ce protocole peut &tre applious pour des &chant lllons environnement s &galement,
mals |l nesera pas awss| efficace gue dautres pour retirer les inhibl tewrs de PCRL

CARRTEL 2
=

PROTOCOLE

ETAPE 1 [Temps nécessaire ) minutef)]
Préléevement (oudécongélation des échantillons déja prélevés)
Dans le cas o0 les échantillons sont directement prélevés des cultures:

» Sous hotte : agiter le flacon de culture, I'ouvrir et prélever environ 2mlL
de culture dans un tube 2mlL

EQUIPEMENT

Laboratoire :
Hot te (avec LWV)
Incubateurs thermigues

Dans le cas ol les échantillons extraits ont été conservés au Centrifugeuse [réfrigérante) pour tubes 2mL

congélateur :
« Décongeler les tubes environ 20 minutes 4 température ambiante et &
I'abride la lumiére

Prend ant ce temps, al lumer un incubatewr 3 37C et un autre d 55°C

Micropipettes (lot 10 3 1000 pL)
SpeedVac oucloche a vide
Agitateur rotatif*

Bain i ultrasons (facultatif)

ETAPE 2 "ad apt ateur tubes 2mL
Préparation du culot
» Centrifuger le(s) tube(s) 30 min. a4 13000rmpm et 4 4°C

Prend ant ce temps placer |a sohstion de 508 dans Mincubatewr 3 37°C

| Temps néescaire 30 minute]s]]

Consommables pour n échantillons :

Gants  Tubes eppendorf 2mL (2n)

ETAPE 3 Tips 10pL || Tips 100pL || Tips 1000pL
Récupération du cul ot

« Retirer le surnageant

» Ajouter 300 pL de tampaon d'élution (TE)

» Ajouter 200 pL de tampon de lyse (TL)

Remargue: Resuspendre leou lot en falsant des aspirat lons/refoulements lors de lajout

[Temps néceszaire 10 minute(s]]

Réactifs pourn échantillons :
Protéinasek (n*10pL)[20mez/mL]
SDS 10% (n*50pL)

des tampons Tampon d'élution (TE) (n*330pL)
Tamponde lyse (TL) (n*200pL)

ETAPE 4 [Tempsnécessaire 17 2 37 minutels)] Acétate de Sodium [n*50uLI[3M, pH 5.2]

Lyse cellulaire

Choc thermique : GenElute™ *-LPA (n*1 pL)[ 25 pg/pL]

Isopropanol » qualité biomol. (n*500pL)

Ethanol 809 gualité biomol. (n*300pL)
« A conserver a —20°C

« Placer les tubes 15 min. 3 —80°C
» Placer ensuite les tubes 2 min. a 55°C

Lyse ultrasonigue (facultatif, pour cellules résistantes):
« Placer les tubes 20 min. dans un bain a ultrasons

PRECAUTIONS

ETAPE 5

Digestion des débris cellul aires

» Ajouter 50 L de SDS 10% dans chague tube

» Ajouter 10 L de protéinasek dans chague tube

» Incuber 4 37°C pendant 1 heure les tubes sur un agitateur rotatif laboratoire.

» |nouber ensuite 4 55°C pendant 20 min. les tubes sur un agitateur Avantde commencer le protocole, s'assurer
rotatif d'avoir I'ensemble des réactifs nécessaires !

» Centrifugation : 3min. 4 13000rpm a 4°C

[Temps nécessalre emve 95 minute(s)]
Respecter les consignes de bases en biologie
mioléculaire, porter une blouse et des gants.
Jeter les déchets chimiques dans un
contenant prévu a cet effet par le
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# Transférer les surnageants dans de nouveaux tubes 2mL

ETAPE &

Précipitation de I'ADN

» Ajouter 50plL d'acétate de sodium
+ Ajouter 1yl de GenElute

# Laisser 5 a 10 min. 3 température ambiante

« Ajouter 500 plL d'isopropanol froid (stocké a8 —20°C)

Remargue: A cestade il est possible de prendre une pause (et méme de reprendre le jour
sulvant sl nécessaire enlalssant lestubes au réfrigérateur

[Temps nécessaire env. 15 minutefs]]

ETAPE 7

Lavage des culots

+ Centrifugation : 10mina 12000xg a 4°C

« Retirer le surnageant

» Laver le culot avec 200pL d'ethanol biomol. 80%

« Centrifugation : 10mina 12000xg a 4°C

# Retirer le surnageant

» Répéter les 3 opérations précédentes (ethanol, centrifugation,
élimination du surnageant

[Temps nécessaire emv. 35 minutels)]

ETAPE 8
Séchage des culots

Remargue : Préf érerutiliser un Speediac si possible sinoncette étape peut se fairedans
une choche sousvide.

| Temps nécessaire 20 minute(s]]

# Placer les tubes 20 minutes au Speedvac ou dans une cloche sous vide

pour évaporer les restes d'ethanol

ETAPE 9
Elution des culots
+ Resuspendre les culots dans 20 3 30plL de tampond'élution (TE) en

| Temps nécessaire & 5 minute(s]]

fonctionde la taille duculot et de la concentration désirée de l'extrait

s Incuber 1 heure a 37°C (a l'obscurité)
» Conserver les extraits a —20°C

REFERENCES ET CONTACTS

Le protocole de base est brigvement
expliquéici:

Chonova T, Keck F, Labanowski J et al. (201&)
Separate treatment of hospitaland urban
wastewaters: A real scale comparison of
effluents and their effect an microbial
communities. Science of The Total Environment,

542, 965-975.

CAMNINO Alexiz (& alexis.canino@inraefr)
RIMET Frédéric (@& frederic.rimet@inraefr)
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Prelevemenl [~
2 mL 30 mi

cf. Etape 1 cf. Etape 2 cf. Etape 3

Incubation
1 heure a 37°C
(sur agitateur rotatif)

Choc Thermique
15 min. 4 -80°C

Centrifugation
3 min. 13000rpm 4°C

+ 10pL de protéinaseK

puis 2 min. a 55°C
+ 50uL de SDS 10%

Bain a ultrasons | Incubation
1

20 min. [ 20 min. a 55°C
_ _ _ (aculai) (sur agitateur rotatif)
cf. Etape 4 cf. Etape 5
g i Incubation
+ 50uL d’acétate de sodium Fo e + 500 pL isopropanol froid * > mcrr(::t:lzfnuu%ratrl:: '
*+ 1pL GenElute température ambiante E
cf. Etape 6 cf. Etape 7

fugatlon Retirer le surnageant + 300uL de tampon d’élution
1300()rpm 4°C :/ﬂ;‘h g? + 200pL de tampon de lyse

(remise en suspension du culot)

Transfert du surnageant
dans un nouveau tube 2mL

i Retirer le surnageant

+200pL éthanol 80% Centrifugation ‘ (x2) Sécher les culots
(culot) 10 min. 12000rpm 4°C ~——p | 20min_cloche sous vide
Retirer Ie surnageant

. Reéaliser le lavage a I'ethanol 2 fois
cf. Etape 7 (suite) cf. Etape 8

Resuspendre les culots 1 c i
ncubation onservation
dans 20 a 30pL de tampon & 37°C (1h) -20°C
elution

cf. Etape 9

ou Speedvac

ici possibilité de prendre une
pause en conservant les
tubes au réfrigérateur
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Annexe 4 : Protocole d’extraction d’ADN Chelex

EXTRACTION DADN =)

A partir d'unisolement de cellule(s) de microalgues —t
Rédipt par Alescts CANING (5 alexs.canino@inrae.fr} EA RRTEL E — C L"i
Objectif: IN RAE‘ QFB

Ca protocde déerit Festr action dADN b partic dunisolement de uhe ou quelques cellules de
microal gues, préalablement réalisd su microscope [1a &b mis enplace par Wakhet al, 1991 et et
réutilisd muessi par Richlen & Barber, 2005 pour des dinofl agelés Une lptre optimisation a été
apporbd afin daugmenter Fefficac b de la lyse cellulaine. qui peut Stre limibté pour de petites
cellules aver des parais rdaistantes Ce protocole est intdressant pour ceux qui souhait eraient faire
des aporoches single-cell PCR. Des vari anbes ont &bé réalisde pour o podiquer ce demier sur des

dia borrdes préervded dans du lugel [Harmil ton et al, 2015).

PROTOCOLE

ETAPE 1 [Temps nécessaire - minute]s)]
Préparation des alicots de Chelex 10% (a réaliser en amont)

Sous hotte sbérile :

« Peser 1g de Chelex 100 et déposer d ans un tube falcon (15mL) stérile

« Dissoudre en ajoutant 10mL d'eau stérile gualité blomaol.
= Blen agiter (secouer ou vortexer)
= Réallser des alicots de 30yl dans des tubes PCR

Remargue : lors de la préparation des alicots de 50uL de Chelex 10% 3 assurer de toujours
e agiter la solution méne b chague pipettage pour svoir des alicots homopsnes_ Le
Chelex étant une résine constituée de petites billes, cell es-¢i ont tendance A rapidement
sédimenter.

ETAPE 2 [ Termps ndoadsaine - minutels)]
Isolation de(s) cellule(s) (3 réalkeren amont)

Sous un microscope, et 41'alde d'un micromanipulateur, de pipettes
pasteur travallkées ou decbnes :
= [soler uneou plusieurs cellules

« Réalkerdes lavages de celle{s)-¢l avec de Feau stérile (gualité blomaol.)
par aspirations/refoulements

= Placer les cellulesdans les alicots préalablement préparés de solution
de Chelexd 10%

ETAPE 3

Lyse cellulaire

= Vortexer le(s) tube(s) 5 sec.
= Centrifuger le(s) tube(s) 10 415 sec.

+ Placer les tubes 5 min. & —80°C

= Placer les tubes 20 min. 4 95°C [dansun thermocycleur)
= Vortexer le(s) tube(s) 10 sec.

= Centrifuger brigvement

| Temps ndoessaine env. 30 minute|s)]

ETAPE 4a
Stockage
= Stocker au réfrigérateur (4°C) & court terme

= Stocker au congélateur (—20°C) pour un stockage A plus long ter me

| Tesmips mboessaine - minuwbefs]]

ETAPE 4b [Temps nécsaairs - minut 2]
Utilisation immédiate pour du single-cell PCR

Juste avant de déposer votre extralt dans votre mélange réactif de PCR :
= Vortexer le(s) tube(s) 5 sec.

= Centrifuger le(s) tube(s) 10 415 sec.
= Pipeter lesurnageant [éviter les billes au fond du tube)

EQUIPEMENT

Laboratoire:
Hotte [avec UV) | Vortex de paillasse
Centrifugeuse de paillasse pour tubes PCR
Micropipettes (lot 10 & 100pL)
Micromanipulateur (facultatif)
Ther mocycleur
Acoés 3 un congélateur —B0°C
Balance delaboratolre

Consommakiles:
Gants | Tubes PCR (200pL)
Tube/Corning falcon 15mL | Tips 10plL
Tips 100 pL
Pipettes pasteur enwerre (facultatif)

Réactifs :
H=zO qualité biomaol.
Chelex 100 (BIORAD) 10%

PRECAUTIONS

Respecter les consignes de bases en biologle
moléculaire, porter une blouse et des gants.
Jeter les déchets chimiques dans un
contenant prévu i cet effet par le
laboratoire

REFERENCESET CONTALCTS

Harrilton, Paul B Kesaly E Lefebwre and Roger D. Bull.
“Single cell PCR amplification of & stors using fresh
and preserved samples” Frontiers in micrabiology &
(2015): 1084

Richlen, M. L, and P. H_ Barber_ At echnique for the
rapid esr acti on of i croal gal DNA from Singe live and

preserved cells” Molecu ar Ecology Motes 5.3 (2005] -
SEE-6F1

Wakh, P5ean, David A Metrger, and Russa | Higuchi
*Cheldex 100 a3 a medium for simple extr action of DNA
tor PUR-based by ng from forendic maberd al”
Biotechnigues 54.3 (3013) : 134-139.

CANING Alexis (B8 alexis.canino@inr ae.fr)
RIMET Frédéric (% frederic.rimet@inraefr)
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(autant de tubes PCR

que nécessaire)

Dissoudre 1g de Chelex 100
dans 10 mL d'eau (biomol.)

Alicoter 50pL ]

I

Lavages

y Gl Transfert dans =<
cf. Etape 1 cf. Etape 2 microscopique le Chelex 10%
Vortexer Centrifuger Incuber Incuber Vortexer Centrifuger
5 sec. 10 a 15 sec. 5 min. & -80°C 20 min. a 95°C 10 sec. briévement

)

f. Etape 3

Stockage court terme

(PCR dans les jours a venir) Stockage long terme

Utilisation immédiate
(single-cell PCR)

Conserver a 4°C
(réfrigérateur)

Conserver a -20°C
(congélateur)

\

cf. Etape 4a

LY

L'unique réactif nécessaire :
Chelex 100 (BIO-RAD)

/

Une fois le mix PCR prét
(au moment d’ajouter
I'extrait d’ADN) :

Vortexer
5 sec.

Centrifuger
104 15 sec.

Pipetter le
surnageant
et I'ajouter au mix

cf. Etape 4b PCR
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Annexe 5 : Protocole de filtration sur filtre ouvert

PROTOCOLE DE FILTRATION

Filtration d'échantillons d'eau pour collecter 'ADNe
phytoplancton

Rédigé par Alescis CANINDG (35 alexd .caninodginrse fr)

Chai s prcach Fiaion § 7 a0 22

Objectif:

Ce protocd e déerit La filbration en labora toire fsur filtres owverts) déchantillons desu envue de
I eur analyse en metabarceding pour le phytoplancton || peut dpalement Stre réalisd sur b terraind

condition davoir be maténel ntoestaire et derespecter les précautions.

PROTOCOLE AREALSER EN LABORATOIRE

CARRTEL 22
—

- 1
=)

ecia
#S OFB

INRAZ

EQUIPEMENT

ETAPE 1
Préparation du matériel
Prendre I'échantillon d'eau A filtrer [prélévement intégré demandé parla
DCE pour le sulvi microscoplque du phytoplancton par exernple)

Prendre une unitéde filtration adaptée au diamétre du filtre 3 utiliser et
une pompe pérllstatique (avec les raccords ndcessalres)

| Tamps nécasaaine anv. 1 minutsf]]

ETAPE 2

Stérilisation du matériel nécessaire

= Porter le matériel de protection adapté

= MNettoyerles partiessupérieures de 'unité de filtration au péroxyde
d’hydrogéne (H.0g). Le collecteur du filtrat, en bas de I'unité n'a donc
pas besoln d'tre netboyé.

= Fairetremper 1 minute les ustensiles (pinces clseaux)dans F H,04

« Rincer Ffensemble du matériel nettoyé 3 l'eau MG stérile et reller
l'unitéde filtration 4la pompe

| Tamps nécasaaine anv. 5 minutef]]

ETAPE 3

Filtration de 'échantillon d'eau

= Utiliser les pinces pour placer le filtre proprement sur Funité de
filtration

= Agiter la boutellle contenant I'échantillon et déposer son contenu
dans l'unité de filtration

= Allumer la pornmpe, prendre garde 3 ceque l'aligullle du manométre ne
dépasse pas 50kPa

| Tamps nécasaaine anv. 3 minutef]]

ETAPE 4
Découpe du filtre
» Découper le filtresen B [ou plus) morceaux sur I'unité de filtratlon

= Ltiliser la pince pour mettre ces morceaux dans un tube 2mL stérile

[Temps nécaaaire e 2 minute(s)]

ETAPE 5
Conservation
= Stocker le tube contenant le filtre découpé au congélateur

[Termps nécessaire eme 1mimte(d]

Remarque(s) :
Siwvous devez filtrer plusieurs échantillons a la suite, vous pouvez reconduire
e protoco e a partir de FETAPE 2. 5e débarmasser du H20% dans un bidon
prévu a cet effet.

Gants | Unité de filtration
Filtre (ref) 0.45pm
Petit ciseaux | Pompe périlstatique
Margueur indélébile
Tube eppendorf 2mL

Pinces & épiler

PRODUIT(S) CHIMIQUEIS)

Péracyde d'hydrogine 35% (H.04)

EQUIPEMENT(S) DE PROTECTION

Gants | Lunettes de protection

Blouse

PRECAUTIONS

A Produit chimique
Hz(5 Amanler avec prudence !

REFERENCESET CONTACTS

Pour toutes questions :
CANING Alexis [ alexis.canino@ine ae.fr)
RIMET Frédéric (@& frederic.rimet@inraefr)
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Annexe 6 : Protocole d’échantillonnage du phytoplancton par filtration sur Sterivex

PROTOCOLE
D’ECHANTILLONNAGE

Echantillonnage de 'ADNe phytoplancton
Rédigé par Alexds CANING (25 aleds.canino@nrae fr)

i w o it cadion 17 mal 002

Objectif:

Ce protoco ledéorit un prél évement ADN du phytoplancton en évitant |e risgue de contaminat lon.

Ce dernler s'appule sur celul de Domalzon et al, 2019

PROTOCOLE REALISABLE SUR LE TERRAIN

ETAPE 1 [Tempsnécessalre|_) minutes)]

Réaliser le prélé&vement intégré demandé par la DCE pour le suivi
microscopique du phytoplancton

ETAPE 2

Préparation du matériel nécessaire

s Sortir une seringue 60mL et un Sterivex de leur emballage, placer le
Sterivex ouvert dans une boite de prélévement

s Placer 3 proximité les bouchons Sterivex, le tube avec le tamponde
Iyse (TL) et la seringue SmL

|Temps nécessalreem: 1 mimte(s]]

ETAPE 3
Filtrationde I'échantillon d'eau

[Tempsnécessaire 2 & 5 minute(s)]

s Utiliser la seringue pour prélever 50mL de I'schantillondans la
bouteille de collecte

» Placer le bout de la seringue en haut du Sterivex, visser et filtrer
l'imtégralité

s Répéter les opérations précédentes jusqu'a filtrer 250mL de
I'échantillon (si possible)

s 5ilefiltre colmate et que la filtration devient difficile, s'arréter et noter
le volume total filtré

« Alafinde lafiltration, vider la seringue puis la remplird‘airet la placer
sur le Sterivex afin de chasser I'eau dans celui-ci

s Prendreun bouchon et boucher le bas du Sterivex

ETAPE 4 |Temps nécessalreem: 1 mimte(s]]

Ajout du tampon de lyse

» Sortir la petite seringue (5mL) et prendre le tube contenant le tampon
de lyse (TL)

s Prélever 2mL maximum du tampon

s Insérerle bout de la petite seringue dans le haut du Sterivex et
pousser pour remplir le Sterivex de tampon

» Prendre le 2éme bouchon et boucher le haut

ETAPE 5
Conservation

| Temps nécessalreem: 1minute(s]]

» Placer le Sterivex dans un sachet ziplock, annoter celui-ci avec les
informations relatives a I'schantillon (nom, lieu, date, volume filtre)

s Conserver A l'abri dusoleil et de la chaleur, dans une glaciaire, jusgu'au
retour au laboratoire ol les échantillons doivent &tre placés au
réfrigérateurdans ['attente de leur envoi

CARRTEL 2

3
cCl1
INRAC, 45 OFB

EQUIPEMENT

Gants (facultatif)
Seringue &0mL (x1)
Bouchons Sterivex (x2)

Boite (facultatif)
Seringue SmL (x1)
Sterivex (x1)
Tamponde Lyse (2mL)
Sachetziplock (x1)

Margueur indélébile

PRODUIT(S) CHIMIQUE(S)

Tampon de lyse (Sucrose, Tris, EDTA)

REFEREMNCES ET CONTACTS

*|sabelle Domaizon, Rainer Kurmayer, Camilla
Capelli, Cécile Chardon, Peter Hufnagl, Mar ine
Vautier, Nico Salmaso 2019, Lake plankton

sample collection from the field for downstream
molecular analysis. protocols.io

https :fdxdoiorg 1017504 /protocols.joxnéfmhe

CAMINO Alexis (% alexis.canino@inraefr)
RIMET Fredéric (@& frederic.rimet@inraefr)

TUTORIEL VIDEO
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Annexe 7 : Protocole d’amplification par PCR en vue d’un séquencage par la

plateforme PGTB

AMPLIFICATION D'ADN

PCR envue d'unséquencage 3 laPGTE
Rédigé par Alexks CANING (B aleds.canino@inrae.fr)

(O raer w oy iy i an 24 ol X002

Objectif:

Ce protoon be est calul recomimand € par | a Plateforme Génome Transcriptome de Bordeaws (PGTE)
pour amplificationde barcodes A DM destings & un séguent age MiSeq Ce dernler aété réd| g par

Emille Chancerel, et est résumé et adapté il A Futllisatlon des couples damorces

CYAZE9FCYATE1R [v3-v4 165) et 108F 108K [UPA 2 35) pour le metabarcoding phytoplanctan,

PROTOCOLE

ETAPE 1
Prérequis
Envue d'une amplification destinée au séguencage:

« Commander les amorces nécessaires en intégrant les séquences
universelles de PGTB

» Reéaliser des dilutions des amorces ‘méres’ : les alicots a 1pM seront
utilisés dans les mélanges pour la PCR

Séguences unbverselles 3 Intégrer fen violet] :

Forward :

BTCOTOGECAZCCTCAGATETET AT A AG AGAC A amone

Farward) 3300 3"

[Temps nécessalre - minutefs)]

Reverse :
FETCTORTGCRCTOGEAGAT GTCT AT AAG AG AC AT amorce
reverse) x5’

ETAPE 2 [Temps nécessaire - minutefs) ]

Préparation du mé lange réactionnel

Mélange réactionnel par échantillon pour un volume final de 25 plL
» 2¥ KAPA HiFi HotStart Ready Mid: 125 plL

» Amorce Forward [1ph] : 5pl

« Amorce Reverse [1pM] : 5pl

o ADM[5ng/uL]: 2.5puL

Remargue: penser i ajouter un témaoln posit f et négatif.

CARRTEL Z

ETAPE 3 [Tempsnécessalreeme 55 minutels]]
PCR
Température [C] | Durée | Cycles Etapes

95 3 min. - activation/dénaturation initiale
95 30 sec. dénaturation
58 30 zec. 30 hybridation
72 30 sec. élongation
72 5 min. - élongationfinale
10 oo - consenation

INRAZ

PGTB

SEQUENCAGE | GENOTYPAGE

EQUIPEMENT

Laboratoire :
Hotte (avec UV)
Micropipettes (lot 10 3 100pL)
Thermocycleur

Consommables :
Gants ~ Barrettes tubes PCR (200pL)
Bouchons barettes tubes PCR
Tips 10pL | | Tips 100pL

Réactifs:
H=20 MilliQ qualité biomol.
Amorces [avec queues moléculaires PGTE)
2X KAPA HiFi HotStart Ready Mix

PRECAUTIONS

.E. 2% KAPA HiFi HotStart Ready Mix
contient du tetrame thylammaonium
chloride. Cette substance est classée
mortelle paringestion, toxigue par
contact cutané, engendrant unrisque
avéré d'effets graves pour les organes
et est toxigue pour les organismes
aguatiques. Le Mix KAPA doitdonc
étre manipulé avec précaution

Respecter les consignes de bases en biologie
moléculaire, porter une blouse et des gants.
Jeterles déchets chimigues dansun
contenant prévu a cet effet par le

laboratoire.
AMNEXE : COUPLES DDAMORCES REFERENCES ET CONTACTS
165 (v3-vd): PGTE:

CYA3IS9F : 5-GGEGLAATYTTCCGCAATGG G-
CYA7B1R : 5-GACTACWGGGGTATCTAATCCOWT T-3

235 (UPA):
108F : 5-ACAGWAAGACCCTATGAAGCTT-3
108R : 5-CCTGTTATCCCTAGAGTAACTT-3

CHANCEREL Emilie(@ emilie.chancerel@inraefr)

INRAE (UMR-CARRTEL) :
CANINO Alexis (% alexis.canino@inraefr)
RIMET Frédéric (@ frederic.rimet@inraefr)
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Annexe 8: Souches utilisées et concentrations d’ADN introduites pour constituer les
communautés synthétiques.

Numéro TCC | Nom d'espéce 16S 235
«EQ» «EX» «GR» «EQ» «EX» «GR»

TCC300 Anathece clathrata 20 0.1 50 20 0.1** 50
TCC362 Asterionella formosa 20 0.1 30 20 0.1 40

TCC57 Botryococcus braunii | 20 50* 40 20 50** 1

TCC56 Cosmarium regnellii 20 1 40 20 1 1

TCC826 Cryptomonas sp. 20 0.1 1 20 0.1 1
TCCT9 Do/;;::gsgz;r:um 20 1 30 20 1 30
TCCS Haematococcus lacustris | 20 1 1 20 1 30
TCC814 Mougeotia sp. 20 0.1 10 20 0.1 10
TCC139-1 Nitzschia palea 20 1 30 20 1 20
TCC9 Pandorina morum 20 1 1 20 1 30
TCC14 Planktothrix rubescens | 20 1* 50 20 1%%* 50
TCC691 Staurosira venter 20 0.1 20 20 0.1 40
TCC80 Synechocystis aquatilis | 20 1* 20 20 1 20
TCC116 Tetradesmus obliquus | 20 1 20 20 1 20
TCC365 Ulnaria acus 20 0.1 10 20 0.1 10
TCC345 Vischeria magna 20 0.1 40 20 0.1 40
TCC165 Xanthonema montanum | 20 50* 50 20 50%* 50
Tccs1s Zygnema sp. 20 1 10 20 0.1 10

dans le cas de I'extraction Chelex, la quantité d’ADN mesurée était faible et les volumes constituaient alors un
facteur limitant pour établir les différents mélanges ci-dessus. Certaines souches ont été inversées afin d’obtenir

les plus fortes concentrations d’ADN des communautés « EX » :

*(16S) B. braunii et X. montanum ne constituent pas les souches abondantes, mais a la place se sont P. rubescens

et S. aquatilis.

*%(23S) B. braunii et X. montanum ne constituent pas les souches abondantes, mais a la place se sont A. clathrata

et P. rubescens.
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