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DE LA BIODIVERSITE

e RESUME

Bien qu'une attente grandissante existe vis-a-vis de I'application d’outils biologiques pour
'évaluation de la qualité des milieux, l'utilisation des outils moléculaires (biomarqueurs) reste
aujourd’hui limitée (particulierement chez les invertébrés) du fait de I'existence de différents verrous
techniques et scientifiques. Comme nous avons pu le démontrer par les travaux INRAE-OFB chez
'espéce sentinelle Gammarus fossarum, la mise en place d’'une biosurveillance active basée sur
'encagement d’organismes calibrés provenant d’une unique population source, permet de contréler la
variabilité biologique des organismes utilisés, facilitant ainsi I'interprétation des marqueurs suivis. Nous
avons par ailleurs pu bénéficier chez cette espéce des derniéres innovations en termes de biologie
moléculaire et notamment pu développer une approche dite de protéogénomique en collaboration avec
le CEA (Marcoule - DMTS). Ceci a conduit a la construction de listes de plusieurs centaines de protéines
séquencées chez ce crustacé, protéines spécifiques et associées a diverses fonctions physiologiques.
Dans le méme temps, en collaboration avec I'|SA (CNRS Lyon1), nous avons fait la preuve de concept
gu’a l'instar des approches multi-résidus développées pour le dosage des contaminants, les méthodes
de spectrométrie de masse disponibles en protéomique ciblée permettent aujourd’hui de quantifier
sur un méme échantillon et en une unique analyse plusieurs dizaines de ces protéines via le dosage
de peptides spécifigues biomarqueurs. L’'étude présentée ici a eu pour objectif général de prolonger
cette dynamique vers la mise en ceuvre opérationnelle de ces méthodologies.

Pour cela, deux axes de travail ont été poursuivis. Le premier axe a développé une capacité
d’acquisition haut-débit et automatisée de données en protéomique ciblée pour permettre notamment
la définition de valeurs de référence et I'interprétation des variations de concentrations en peptides
observées lors de campagnes de biosurveillance (encagements in situ sur une cinquantaine de stations
du réseau de surveillance RCS). Le deuxieme axe a ouvert la réflexion a d’autres espéces d’intérét
environnemental déja proposées comme sentinelles de la surveillance des milieux aquatiques d’eaux
douces, de transition et marines. Associant différents partenaires scientifiques nationaux (SEBIO
Reims / Le Havre / Ineris ; LIEC Metz), I'étude a permis de définir et de faire la démonstration de
'application d’'une stratégie commune de développement de biomarqueurs protéiques mesurés sur
organes chez six espéces (gammare, crevette bouquet, crevette blanche, dreisséne, moule quagga,
épinoche). Cette stratégie passe par une premiére phase de définition des marqueurs protéiques qui
s’appuie sur une démarche de protéogénomique (couplage de séquengage du transcriptome et
d’acquisition de données de protéomique massive) permettant de documenter le catalogue de protéines
dans les organes d’intérét chez les différentes especes. Les peptides rapporteurs de protéines d’intérét
choisies parmi ces catalogues (ici associées a la détoxication, 'osmorégulation ou I'immunité) sont
identifiés in fine en spectrométrie de masse ciblée.

MOTS CLES . CONTAMINATION CHIMIQUE, TOXICITE, BIOMONITORING, PROTEOMIQUE,
BIOMARQUEURS, BIODIVERSITE, ESPECES
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1. Introduction

Cette action concerne une question nationale relative a la surveillance de la qualité chimique et toxique
des milieux aquatiques. L’objectif de l'action qui s’inscrit dans le développement des outils de
biosurveillance soutenu depuis une dizaine d’années par le partenariat initialement AFB-Irstea
aujourd’hui OFB-INRAE, a été de lever différents verrous scientifiques devant permettre I'utilisation de
biomarqueurs moléculaires a large échelle. Cette action a été mise en ceuvre en synergie avec les
dynamiques actuellement mises en place d’'une part autour de I'utilisation du gammare encagé dans
le cadre de la surveillance chimique des milieux (par les agences de I'eau, suivi DCE) (Geffard et al
2021), et d’autre part sur la question de I'intégration de la diversité des especes pour une meilleure
surveillance (e.g., projet OFB-GIP Seine Aval Sashimi-Biosurveillance).

L'application de la DCE pour la surveillance de la contamination chimique des eaux de surface
consiste en premier lieu a déterminer si les niveaux de contamination des masses d’eau sont
conformes vis a vis de normes de qualité environnementale (NQE). Les NQE sont des concentrations
de polluants prioritaires dans I'eau ou dans le biote qui he doivent pas étre dépassées, afin de protéger
la santé humaine et I'environnement. Pour la conformité aux NQE-biote, les approches passives
(échantillonnage d’organismes résidents dans les écosystémes) ont été les premiéres a émerger pour
les environnements cotiers avec, par exemple, le "Mussel Watch" initié en 1976 (Borja et al 2008).
Ces approches passives sont moins développées pour les masses d'eau continentales qui sont plus
complexes au regard de la grande diversité de ces hydrosystémes (imposant I'étude d’un trés grand
nombre de sites d’échantillonnage) et de la diversité des cortéges d’espéces aquatiques associés a
ces différents habitats. La biosurveillance active, basée sur I'utilisation d’organismes transplantés, a
récemment été proposée comme approche alternative. Elle a I'avantage d’utiliser une seule espéce
sur 'ensemble du territoire, de minimiser la variabilité biologique en utilisant des organismes calibrés
(taille, sexe...) provenant de la méme population, et enfin de maitriser le temps d'exposition (Bervoets
et al 2005). Dans ce contexte, le laboratoire d’écotoxicologie de Lyon (INRAE) a développé un outil
de diagnostic de la contamination chimique des milieux, basé sur I'encagement de I'amphipode
Gammarus fossarum (Geffard et al 2014, 2021), qui est actuellement appliqué comme un outil de
surveillance pour la conformité aux NQE biote?.

Parallelement & cette approche « chimique » qui procéde substance par substance, I'évaluation de la
qualité chimique des milieux aquatiques peut également bénéficier de I'utilisation d’outils biologiques
permettant d’intégrer I'effet toxique de I'ensemble des contaminants auxquels sont co-exposés les
organismes dans les écosystemes contaminés. Cette approche peut considérer soit des réponses
biologiques génériques face au stress chimique, soit des réponses plus spécifiques de certains modes
d’action toxiques. Aujourd’hui, de tels outils écotoxicologiques (bioessais et biomarqueurs) ne sont
pas inclus dans la DCE, mais leur intérét et leur utilisation sont interrogés et encouragés, aussi bien
au niveau europeéen au travers des projets comme SOLUTIONS et DEMEAU, qu’au niveau national
au travers du plan Micropolluants (2016-2021), de I'appel a manifestation d’'intérét (AMI 2017) porté
par 'Agence Frangaise de la Biodiversité, ou de la mise en place de groupes de travail comme celui
porté par INERIS sur le role et I'intérét que doivent avoir les bioessais dans la surveillance des milieux
aquatiques. Chez G. fossarum, différents marqueurs deffets individuels (activité alimentaire,
fécondité, mue) sont ainsi appliqués aujourd’hui dans le cadre de I’évaluation de la qualité des milieux
aquatiques au niveau de stations du réseau de surveillance de différentes agences de I'eau francaises
(Chaumot et al 2021), suite a différentes études de validation de ces outils de biosurveillance actuve
menées a I'échelle nationale lors d’actions de recherche INRAE-OFB (Geffard et al 2019).

Concernant les biomarqueurs moléculaires, différentes limites techniques contraignent leur utilisation
en routine en biosurveillance, notamment le manque de méthodes de quantification directe permettant
d‘assurer la répétabilité/reproductibilité dans le temps et la comparaison des résultats entre études
avec des unités de mesures qui ne soient pas arbitraires ou dépendantes de chaque protocole ou
laboratoire. L'approche multi-biomarqueurs est par ailleurs essentielle pour intégrer une large gamme
de typologie de réponses biologiques / physiologiques induites par les différentes classes de
contaminants. Certains indices comme I'IBR (Beliaeff et Burgeot, 2002) ont été proposés pour
interpréter de maniéere intégrée les modulations de plusieurs biomarqueurs. Cependant, malgré cette
aide a linterprétation, il reste encore nécessaire de devoir mettre en place une méthode spécifique

1 EC. Technical Report 2014 — 083. Common implementation strategy for the Water Framework Directive (2000/60/EC).
Guidance Document N°32 on biota monitoring (the implementation of EQS-Biota) under the Water Framework Directive.
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pour chacun des biomarqueurs d’intérét considéré. Comme discuté par Trapp et al (2014a), la plupart
des biomarqueurs moléculaires disponibles aujourd’hui chez les invertébrés reposent sur des
méthodes spécifiques a chaque biomarqueur, multipliant le travail de laboratoire, le codt et le temps
nécessaire a l'analyse d'un grand nombre d'échantillons, comme cela est nécessaire dans les
programmes de surveillance. S’ajoute a cette lourdeur du développement de biomarqueurs « a fagon »
et de I'application de leur mesure en routine, la nécessité de disposer de marqueurs sur un ensemble
d’espéces représentatives de la diversité des communautés biologiques aquatiques. En effet, un des
enjeux en écotoxicologie est de pouvoir intégrer la diversité des sensibilités des especes pour mieux
évaluer I'impact des polluants dans les milieux aquatiques (Catteau et al 2022).

Au cours de la derniere décennie, les énormes progres technologiques réalisés en chimie analytique
ont fait émerger des méthodes par spectrométrie de masse hautement performantes en biochimie,
notamment le dosage multiplexé de biomarqueurs protéiques dans le domaine du diagnostic médical.
Dans le domaine du diagnostic environnemental, 'absence de données génomiques et protéomiques
chez les espéces aquatiques sentinelles les plus couramment utilisées en écotoxicologie (notamment
invertébrés) limite fortement le développement de biomarqueurs spécifigues et notamment
l'application de telles méthodes de dosage de marqueurs protéiques. Pour lever ce verrou, une
approche analytique spécifique, la protéogénomique, a été proposée par notre consortium de
partenaires comme une approche de rupture en écotoxicologie (Armengaud et al 2014). Elle apparait
comme une alternative au difficile séquencage du génome chez chaque espéce d’intérét
environnemental. Elle consiste a séquencer les ARN messagers (partie codante du génome) en
paralléle de I'acquisition de données de protéomique massive (approche shotgun) pour obtenir des
informations sur les séquences protéiques spécifiques a I'espéce d’intérét (Figure 1).

Séquenceur

I Lectures Transcriptome

3
—) -
—)

‘,_.

&
i @ s
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:
l
®
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Identification
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Figure 1 : lllustration de I'approche protéogénomique permettant d’établir un catalogue de protéines présentes
chez n’importe quelle espece sentinelle d’intérét. Echantillonnage (individuel) pour 1. extraire 'ARN total et
séguencgage apres construction des banques lllumina; et 2. disséquer un organe, et extraire les protéines pour
analyse en spectrométrie de masse (shotgun). 3. Les lectures obtenues par le séquenceur sont nettoyées et
combinées entre elles par un assembleur (ex : Trinity, Grabherr et al 2011) pour construire le transcriptome de
référence de l'espece (RNA-Seq). Apres assemblage, une prédiction des séquences codantes est effectuée en
utilisant TransDecoder, et permet ainsi d’obtenir une prédiction du protéome (séquences de protéines prédites).
Ces prédictions servent ensuite de référence pour interpréter les spectres protéomiques et les assigner a des
séquences protéiques compatibles avec les masses enregistrées (séquences de protéines observées) 4. Dans
le but d’identifier les fonctions des protéines prédites ou identifiées, une annotation fonctionnelle peut étre
réalisée. Pour cela, les séquences protéiques prédites sont alignées contre diverses banques de données
composées de séquences connues : par homologie, les caractéristiques (nom, fonction...) des séquences
alignées de la base de données sont transférées aux séquences nouvellement construites.

Aujourd’hui, la technologie RNA-Seq permet en effet un séquencage de novo profond du
transcriptome chez n’importe quelle espéce. Le transcriptome peut ainsi étre facilement établi et utilisé
pour interpréter les spectres obtenus par protéomique shotgun pour l'identification des protéines. Ceci
permet alors d’établir un catalogue de séquences protéiques identifiées par spectrométrie de masse
et spécifiques de l'espéce étudiée. Ces derniéres années, nous avons ainsi développé en
collaboration avec le CEA Marcoule une telle approche chez I'espéce Gammarus fossarum. Celle-ci
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a permis d’établir le protéome d’organes cibles chez G. fossarum, et un total de 1800 protéines a été
initialement certifié chez cette espéce (Trapp et al 2014b). Aujourd’hui ce catalogue a été étendu a
environ 3000 séquences protéiques expérimentales. En paralléle, nous avons couplé ces approches
de découverte aux approches de protéomiques ciblées qui offrent de nouvelles opportunités pour le
dosage haut débit multiplexé de protéines par spectrométrie de masse (collaboration ISA CNRS
Lyonl) (Gouveia et al 2019). A partir des catalogues protéomiques définis chez G. fossarum, une
premiére étude de démonstration a permis de développer une méthode quantitative de dosage
multiplexé d’une cinquantaine de peptides biomarqueurs et de I'appliquer sur le terrain (a une échelle
régionale) en recourant a I'approche de biomonitoring actif développée chez notre espéce sentinelle
(Gouveia et al 2017).

Le travail proposé dans cette action engagée entre 2019 et 2022 s’est articulé autour de deux axes.

1 — Suite au développement méthodologique qui a abouti a lidentification et la quantification
simultanée de plusieurs dizaines de protéines biomarqueurs chez le gammare (Gouveia et al 2017),
le premier axe de travail de cette action a été de développer une capacité d’acquisition massive de
données en protéomique ciblée pour permettre notamment la définition de valeurs de référence chez
le gammare. Ceci est passé par (i) le développement d’'une nouvelle méthode multiplexe qui permet
de quantifier simultanément la concentration de plusieurs dizaines de peptides rapporteurs de grandes
fonctions biologiques chez ce crustacé, (ii) 'automatisation de la préparation des échantillons, et le
test de la robustesse du protocole de préparation et d’analyse via I'acquisition des niveaux de ces
biomarqueurs sur 325 échantillons collectés a I'échelle nationale (encagements sur le réseau de suivi).
Ces développements ont fait 'objet d’'un rapport d’étape en 2019 qui détaille les tests de différents
protocoles/procédures analytiques qui ont abouti & la validation de la méthode retenue (Espeyte et al
2019). Nous faisons ici la synthése de ces résultats de développements analytiques, et rapportons
également des travaux d’analyse de données qui ont suivi pour aller jusqu’a la définition de valeurs
de référence pour ce nouveau type de biomarqueurs protéiques.

2- Le deuxiéme axe a visé a ouvrir la réflexion « protéomique pour la surveillance » a d’autres espéces
d’intérét environnemental proposées comme sentinelles des milieux aquatiques d’eaux douces, de
transition et marines en France. Associant différents partenaires scientifiques (SEBIO Reims, INERIS,
LIEC, SEBIO Le Havre), I'objectif a été de définir et faire la démonstration de I'application d’'une méme
stratégie de développement de biomarqueurs protéiques chez 6 espéces : gammare, crevette
bouquet, crevette blanche, dreisséne, moule quagga, épinoche. Pour accompagner cet exercice de
comparaison et de transférabilité entre espéces de la démarche établie chez le gammare qui couple
protéomique de découverte (shotgun) et protéomique ciblée, le cadre de réflexion s’est concentré sur
l'identification de biomarqueurs par spectrométrie de masse sur organes, en visant 3 types d’'organes
assurant des fonctions analogues chez les 6 especes aquatiques retenues (branchies pour
'osmorégulation ; sang-hémolymphe pour 'immunité; foie-hépatopancréas-glande digestive pour la
détoxication).



2. Du développement d’un dosage multiplexé de
biomarqueurs protéiques a la définition de valeurs de
référence : démonstration chez le gammare

Nous synthétisons dans cette partie les avancées accomplies dans le cadre de cette action INRAE-
OFB pour asseoir I'opérationnalité du dosage de biomarqueurs protéiques chez le gammare (sur
organisme entier) par protéomique ciblée, en ayant comme point de départ la preuve de concept
réalisée dans le cadre de la thése de Duarte Gouveia (Gouveia et al 2017). Les travaux ont consisté
tout d’abord a adapter la méthode MSMS sur un nouvel équipement HPLC-MSMS (en mode dynamic
MRM, « dMRM »), a optimiser et automatiser la préparation d’échantillons (utilisation d’un robot) afin
d’augmenter la capacité d’acquisition de données et de garantir 'absence d’effet entre dates et séries
d’analyses (comparabilité des dosages dans le temps et entre études). Le descriptif technique précis
de ces travaux est détaillé dans un premier rapport (Espeyte et al 2019), disponible en libre acceés.
Nous avons mis en ceuvre ensuite les mémes méthodes statistiques déja appliquées chez le gammare
dans le cadre de données de bioaccumulation (Geffard et al 2014) et de toxicité (Geffard et al 2019),
pour démontrer ici sur un jeu d’échantillons issus d’encagements sur les stations du réseau de
surveillance nationale, la possibilité de définir des valeurs de référence et seuils d’interprétation de
ces biomarqueurs d’une nouvelle nature (concentrations peptidiques).
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Figure 2 : Localisation des stations de I'étude (encagement de gammares). A- campagnes AFB48 (Geffard et al
2019). Les points bleus et roses correspondent respectivement aux campagnes 1 et 2. Les délimitations
géographiques sur la carte représentent les limites de six agences de bassin. B- localisation des 2 sites d’étude
retenus du projet DIADEM (3 stations sur Namur + 2 sur Bouillon réparties sur amont / aval de station d’épuration)
(Catteau et al 2022).

Sites d’encagement sur les réseaux de surveillance - Au cours d’'une précédente action Irstea-AFB
(Geffard et al 2019 ; action 48), deux campagnes d’encagement in situ ont été mises en ceuvre afin
d’exposer pendant 7 jours des gammares males dans les cours d’eau de 64 stations a I'échelle
nationale francaise sur le réseau de surveillance nationale RCS (Figure 2A). L’exposition de
gammares a été réalisée selon le protocole décrit par Besse et al (2013). Il consiste a transplanter sur
site des gammares males calibrés en taille et provenant d’'une population contrdle située ici dans une
ancienne cressonniere a Saint Maurice de Rémens (Ain 01). Aprés exposition, cing gammares ont été
prélevés par site, pesés et congelés individuellement dans de I'azote liquide pour les dosages
protéomiques par spectrométrie de masse. lls ont été conservés dans des congélateurs a -80°c au
laboratoire. Durant ces expositions, des éveénements ponctuels tels que I'ensablement des cages ou
un étiage sévere ont eu lieu sur 9 sites et ont parfois conduit a un taux de mortalité supérieur a 50%.
Par conséquent, les gammares prélevés sur ces sites n’ont pas été considérés dans notre étude de
modulation des biomarqueurs protéiques. Ainsi, au total cinq gammares sur 55 sites soit 275
échantillons ont été analysés.



Campagne d’encagements amont /aval sur stations d’épuration (projet DIADEM) - Un autre jeu de
déploiements sur site a été ajouté pour élargir le nombre de campagnes et les contextes d’exposition
a la contamination. Il s’agit d’expositions réalisées dans le cadre du projet interreg franco-belge
DIADEM (https://www.interregdiadem.eu/), s’intéressant au développement des approches de
biosurveillance active pour caractériser I'impact des rejets urbains sur la qualité des cours d’eau du
bassin de la Meuse. Pour ce projet, suivant le méme protocole d’encagement, des gammares males
ont été exposés pendant 7 jours dans les cours d’eau de 5 sites franco-belges, en amont et aval de
stations d’épuration (Figure 2B) en octobre 2018 (10 stations au total). Toujours avec des gammares
provenant de la cressonniére a Saint Maurice de Rémens et selon le protocole d’exposition décrit par
Besse et al (2013), 10 individus par site ont été prélevés, pesés et congelés individuellement. Seules
5 stations ont été retenues pour 'étude, en ciblant des sites ou différents effets physiologiques
(inhibition alimentaire, perturbation de la mue) ont été enregistrés parallélement au cours de ces
mémes expositions. |l s’agit des stations Bouillon Amont STEP, Bouillon Aval STEP, Namur Amont
STEP et ville, Namur Amont STEP, Namur Aval STEP. Au total, 10 individus sur 5 stations soit 50
échantillons ont été analysés.

L’ensemble de la démarche de développement et de validation de ce volet analytique est présenté
dans le rapport d’étape Espeyte et al (2019). La méthode pour la préparation et 'analyse des
échantillons par chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie de masse en
tandem (HPLC-MS/MS) a été développée en collaboration avec I'ISA et est schématisée sur la
Figure 3.
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Figure 3 : Schéma de la démarche de recherche et d’identification de potentiels peptides biomarqueurs. Les
protéines sont extraites et dosées (1) puis subissent une digestion trypsique (2) afin de récupérer les peptides,
ces derniers sont purifiés par SPE (Solid Phase Extraction) (3) et concentrés par évaporation (4). lls sont alors
séparés sur le systéeme chromatographique (5) puis envoyés pour analyse ciblée par MRM sur le spectrometre
de masse en tandem (6).



Peptide Protéine Fonction MW (Da) | Groupe fonctionnel
HIEIFSPITK 64 Vitellogin 1183.67
VVPSLSAEDTLSQR 276 1500.79
HAEFSVNPPLDSTQAVK 276 Hemolymph clottable protein 1838.92
IIYPAEALTIVIEK 276 1571.92

IENVEQRIAPSK 17096 Clottable protein 2 13571 Female yolk proteins
TSEVFLPLTNELYQQTK 17046 2010.04
ISPLINSPSDLPK 39606 Clotting protein precursor 1379.77
ELTSAAEVVSSLLK 200426 Vitellogenin 1445.81
AAIETAFVNHLK 206469 Clotting protein precursor 1312.72
SFILSDLTNLQQSQAPYK 194758 Apolipolocrustacein 2052.06
FVGLISLIDPPR 32234 Na+K+ ATPase al subunit 1325.78
VIMVTGDHPITAK 110907 1380.75

Na+K+ ATPase
LGAIVAVTGDGVNDSPALK 110907 1795.98
LQTNPDTGLSTAEAR 209438 Na+K+ ATPase 1572.78 .
Osmoregulation
EVNGDASEAALLK 208857 Na+ K+ ATPase 1315.67
SGQDGVPILK 208857 1012.56
LIFDNLK 17127 sodium-potassium-activated adenosine triphosphatase alpha subunit D 861.50
LIIVEGCQR 17127 isoform 1086.59
GIDIIGDAFEADR 2562 1390.68
APILEGYFSK 2562 . 1123.60
Prophenoloxidase
GIDFGTTQSVR 2562 1179.60
ATQPSYTVAQLELPGVNITR 2562 2157.15
ILEDFVDVFNR 100255 Cytochrome P450 enzyme, CYP4C39 1365.70
VPAILESFPGR 15561 Prophenoloxidase 1184.66 Molt-related

AFWGSLPLR 144144 . 1045.58
ILTTMWADFAR 144144 IHE-like carboxylesterase 1 1323.67
EFWIATDHNEVR 166723 Farnesoic acid methyltransferase 1515.72
EAFDTVGR 9574 Endochitinase 893.43
LVLGTATYGR 181833 Chitinase 1049.59
GTLAVIPVONR 1917 Transglutaminase 1166.68
GLCLPTDACPR 1975 Hemocytin-like 1258.59
VLAVDILAK 7169 Transglutaminase 940.60
FSESSAILR 40079 Glutathion-S-transferase 1008.53

LGSNFLQIPVNCPYR 45375 Catalase 1776.91 | General biomarkers
ADPALGQAIQER 110912 1267.70

Catalase

LADNIAGHVINTQEFIR 110912 1910.01
LSAWLAACK 142711 Glutathion-S-transferase 1018.53
ELFDFADAHR 213317 Cellulase 1219.57

Table 1: Liste des 38 peptides suivis par le dosage multiplexé dMRM et quantifiés gréce a I'ajout de peptides
lourds. Le code pour chaque protéine correspondante est relatif a lidentifiant des contigs de la base
transcriptomique de référence GFOSS (Trapp et al 2014b).

Brievement, une méthode analytique par protéomique ciblée (de type dMRM) a été développée,
optimisée, validée pour le dosage multiplexé de concentrations de peptides rapporteurs de différentes
fonctions biologiques chez le gammare. La quarantaine de peptides quantifiés (par ajout de peptides
lourds) retenus dans la méthode finale sont présentés dans la Table 1. Dans le cadre de cette action,
cette méthode a ainsi permis une acquisition a haut-débit de données biomarqueurs (mesures de 38
biomarqueurs peptidiques sur 325 échantillons individuels de gammares méles en 2 mois), données
correspondant & des concentrations peptidiques spécifiques de 26 protéines ainsi quantifiées de
maniére directe. L’ensemble des données de concentrations sont disponibles dans la publication en
Open Access Leprétre et al (2022a) (doi.org/ 10.1186/ s12302-022-00692-2 ; Table S3). Le recours a
un automate de préparation a permis d'optimiser le traitement d’échantillons pour la digestion
trypsique et la purification des peptides par SPE. La validation du protocole de préparation
d’échantillons couplée a I'analyse par HPLC-MS/MS a été menée avec succes (comparaison protocole
manuel versus automatisé). L'ensemble de la procédure analytique retenue et des équipements
utilisés est décrit dans le rapport Espeyte et al (2019). Dans ce rapport, I'analyse globale de ces
résultats nous ont notamment permis de conclure a I'absence d’effet campagne et d'effet séries
d’analyses sur la durée de I'étude (Figure 4).
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Figure 4 : Exemple de distribution des 325 échantillons individuels AFB et DIADEM classés par ordre croissant
et colorés selon les 28 séries d’analyses (2 campagnes AFB48 + déploiement Diadem) avec pour exemple les
concentrations du peptide ADPALGQAIQER (relatif & une activité catalase) ; valeurs de concentration en pmol
de peptide par gramme sec de gammare. On peut remarquer la répartition aléatoire des différentes séries.

Du fait que les profils observés de distributions des concentrations peptidiques étaient trés similaires
aux distributions obtenues pour les données de bioaccumulation chez le gammare encagé
(Geffard et al 2014, 2021) ou de marqueurs de toxicité (Geffard et al 2019, Chaumot et al 2021), nous
avons appliqué les méthodes de définition de valeurs de référence mises en ceuvre précédemment
sur les données de biosurveillance gammare (Besse et al 2013 ; Chaumot et al 2015). L’'ensemble de
la démarche a fait en partie I'objet d’une publication dans la revue Environmental Sciences Europe
(Leprétre et al 2022a). On voit le plus souvent se dessiner un profil de distribution des concentrations
peptidiques ou se discriminent deux groupes de données : un premier groupe majoritaire distribué de
fagon gaussienne et un ensemble minoritaire de valeurs hautes qui se détachent de ce groupe
gaussien (Figure 4).

Afin d’établir des distributions de référence, I'exercice de calibration a I'échelle nationale n’a considéré
dans un premier temps que les données provenant de la cinquantaine de sites des campagnes sur le
RCS (Figure 2A), ce qui garantit une représentativité des conditions de déploiement rencontrées dans
nos hydrosystémes. N'ont été pris en compte parmi les 38 peptides quantifiés a I'aide de standards,
gue les peptides présentant un taux de quantification de plus de 70% sur I'ensemble de ces
échantillons (25 peptides au final). En utilisant des tests de corrélation, nous avons évalué si les
variations de ces 25 biomarqueurs n'étaient pas expliquées par les facteurs de confusion température,
conductivité, pH et niveaux d'O2 dissous lors des encagements. Aucune corrélation n'a été décelée.
Contrairement aux données de bioaccumulation, la procédure de Besse et al (2013) a d{ étre adaptée
pour pouvoir intégrer a la fois la possibilité d’induction (valeurs anormalement hautes des peptides
rapporteurs) tout comme la possibilité d’inhibition (valeurs anormalement basses) (Figure 5), les deux
types de perturbations pouvant étre attendus pour la plupart des fonctions suivies. L’'ensemble des
données de calibration de ces valeurs de référence sont produites en Annexe 1 pour les 25 peptides.
Un résumé est fourni dans la Table 2.
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les 25 peptides sont reportés en Annexe 1.
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thresholds duction thresholds
Data below the Data above the
Functional grou Blast annotation Peptide Threshold values Threshold values
group P threshold (%) threshold (%)
HIEIFSPITK - - - -
Female yolk proteins in ELTSAAEVVSSLLK - - -
Clotting protein precursor AAIETAFVNHLK - - - -
Na+K+ ATPase al subunit FVGLISLIDPPR 1.96 8.45 3.58 7.35
VIMVTGDHPITAK 3.23 9.55 6.51 11.02
Na+K+ ATPase
LGAIVAVTGDGVNDSPALK 0.73 7.72 1.32 8.82
: Na+K+ ATPase LQTNPDTGLSTAEAR 0.13 8.56 0.36 12.06
Osmoregulation
EVNGDASEAALLK 3.45 9.19 6.13 15.07
Na+ K+ ATPase
SGQDGVPILK 1.05 5.51 2.03 9.55
. . . LIFDNLK 1.09 4.41 2.05 11.02
sodium-potassium-activated adenosine triphosphatase alpha subunit D isoform LIVEGCQR 161 6.61 276 125
GIDIIGDAFEADR 0.59 51 21 9.69
Prophenoloxidase GIDFGTTQSVR 0.62 7.01 1.44 11.43
ATQPSYTVAQLELPGVNITR 0.2 4.91 0.45 11.06
Cytochrome P450 enzyme, CYP4C39 ILEDFVDVFNR - - - -
Prophenoloxidase APILEGYFSK 0.32 4.77 0.86 10.66
Molt-related P VPAILESFPGR 0.35 2.81 - -
JHE-like carboxylesterase 1 AFWGSLPLR ) ) ) )
ILTTMWADFAR - - - -
Farnesoic acid methyltransferase EFWIATDHNEVR 2.68 8.45 4.84 14.33
E-ochitinase EAFDTVGR 1.53 7.35 3.41 10.29
Chitinase LVLGTATYGR 0.89 4.04 3.86 9.92
Tr i GTLAVIPVONR 0.24 12.86 0.56 9.92
Hemocytin-like GLCLPTDACPR - - - -
Tr i VLAVDILAK 0.07 3.69 0.51 15.86
Glutathion-S-transferase FSESSAILR 1.09 5.51 2.92 7.72
" LGSNFLQIPVNCPYR 0.49 5.85 1.39 8.2
General biomarkers Catalase 1
NLPADQAAALASSDPDYAIR 0.72 7.42 1.58 13.28
ADPALGQAIQER 0.13 5.18 0.64 21.48
Catalase 2
LADNIAGHVINTQEFIR 114 4.29 8.03 16.4
Glutathion-S-transferase LSAWLAACK 0.48 7.11 111 10.48
Cellulase ELFDFADAHR 0.56 5.51 2.66 10.66

Table 2: Etablissement de valeurs seuils d'inhibition et/ou d’induction (et taux de déclassement sur les

échantillons AFB-48) pour 25 peptides biomarqueurs associés a différentes grandes fonctions biologiques
(d’apres Leprétre et al 2022a)

Pour 'ensemble des peptides retenus, un profil conforme avec la présence d’un seuil d’induction et
d’un seuil d’inhibition a été validé. La seule exception est un des peptides de la pro-phénoloxydase
(pro-PO) pour lequel seul un seuil d’inhibition a été défini (peptide VPAILESFPGR sur la Figure 5).
Pour 'ensemble des peptides, on constate sur 'ensemble de ces échantillons individuels des taux de
déclassement de I'ordre de 10 a 15% des individus car présentant une induction du biomarqueur,
auxquels s’ajoutent 5 a 10% environ pour des inhibitions (Table 2). Ceci souligne la sensibilité des
biomarqueurs peptidiques et la possibilité de discriminer des situations de perturbation lors
d’exposition sur les sites du réseau RCS, représentatifs des conditions rencontrées sur les cours d’eau
nationaux.
A

e

Peptide ELTSAAEVVSSLLK

Sites

Campag aeaas ct £ acmasc2 E3 DADEM

Figure 6 : A- Distribution individuelle des concentrations pour le peptide ELTSAAEVVSSLLK (relatif a une
protéine vitellogénine-like) ; B- regroupement par sites d’encagement.
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Concernant la douzaine de peptides qui ont été écartés de la procédure de calibration de valeurs de
référence du fait de taux de quantification insuffisants (inférieur & 70% des échantillons), I'essentiel de
ces peptides sont liés aux protéines de la vitellogénese, souvent proposées comme biomarqueur de
perturbation endocrinienne chez les males de différents taxons, ou alors des protéines en lien avec le
contr6le hormonal de la mue (Table 2). Chez les méles exposés in situ, ces peptides ont tout de méme
été détectés de maniére ponctuelle chez certains individus. Par exemple, pour le peptide
ELTSAAEVVSSLLK, lié a une protéine vitellogénine, 17 individus sur les 325 testés expriment ce
peptide (Figure 6A). Le niveau de base étant en théorie trés bas voire nul pour ce type de peptides
chez le male, I'approche valeurs de référence utilisée précédemment ne s’applique pas (toute
guantification doit étre a priori interprétée comme anormale). Si 'on regarde maintenant pour ce méme
peptide la distribution regroupée par site d’exposition (Figure 6B), les individus « positifs » (i.e. ou I'on
quantifie ce peptide) ne se répartissent probablement pas aléatoirement et un ou deux sites ressortent
comme induisant spécifiquement ces protéines. Il est dur d’aller plus loin avec 5 individus par site au
regard de la variabilité inter-individu qui apparait pour ces inductions. Aussi, en cohérence avec nos
précédents travaux sur I'expression de la vitellogénine chez le crustacé comme biomarqueur de
perturbation endocrinienne chez le male (Jubeaux et al 2012, Gouveia et al 2017), une réflexion devrait
étre menée sur le nombre d’individus analysés, la possibilité de travailler sur des pools d’individus
(comme pour les données de bioaccumulation), ou encore la formalisation d’indicateur de perturbation
(pourcentage d’individus positifs ?) pour pouvoir exploiter dans un cadre diagnostique ce type de
biomarqueurs (notamment de perturbation endocrinienne) qui sont marqués par une variabilité inter-
individu importante et un type de réponse plus qualitative (positif/négatif) que quantitative qui en
découle.

Les valeurs seuils ont ensuite été appliguées aux données de biomarqueurs acquises a partir des
gammares mis en cage en amont et en aval des deux stations d'épuration du projet Diadem. Parmi
les 25 biomarqueurs peptidiques quantifiés et disposant de valeurs de référence, un seul peptide a
été observé en dehors des valeurs seuils et a été considéré comme impacté. Plus précisément, il
s’agit du peptide VPAILESFPGR qui a été trouvé a des concentrations inférieures au seuil d'inhibition
chez 50% et 90% des gammares mis en cage en amont de la station de Bouillon et en aval de la
station de Namur, respectivement (Figure 7).
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Figure 7 : modulation de la concentration en peptide VPAILESFPGR lors des encagements amont (en gris) et
aval (en vert) des deux stations d’épuration du projet Diadem.

Pour aller plus loin, on peut noter que ce peptide modulé VPAILESFPGR est situé au niveau d’un site
de clivage de la pro-PO (Leprétre et al 2022a). Par conséquent, la diminution des concentrations de
VPAILESFPGR observée chez les gammares mis en cage en amont de la station d’épuration de
Bouillon et en aval de la STEP de Namur suggeére une activation de 'enzyme PO dans ces deux sites.
Au passage, on illustre ici encore que le recours a des valeurs de référence externes permet de
qualifier de fagon absolue la qualité des milieux, s’affranchissant de I'approche classique amont/aval,
avec ici 'observation que la qualité du cours d’eau sur le site de Bouillon est dégradée dés 'amont du
rejet étudié, ce qui conditionne les conclusions en termes d'impact de celui-ci sur le milieu récepteur.
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Une méthode analytique par protéomique ciblée a été développée, optimisée, validée pour le dosage
multiplexé de concentrations de peptides rapporteurs de différentes fonctions biologiques chez le
gammare. Elle permet une acquisition haut-débit de données multi-marqueurs (mesure de 38
biomarqueurs sur 325 échantillons individuels de gammares males en 2 mois d’analyse),
correspondant a des concentrations de peptides rapporteurs de différentes grandes fonctions
biologiques, et quantifiées de maniére directe chez cette espece sentinelle. Nous avons pu conclure
a I'absence d’effet campagne et d’effet série, ce qui a été rendu possible a la fois par 'automatisation
de la préparation des échantillons, la robustesse de I'analyse par HPLC-MS/MS, en combinaison avec
le choix de travailler sur des organismes calibrés issus d’'une méme population source et exposés
selon des protocoles fixés (biosurveillance active). Ceci aboutit a la possibilité de définir des niveaux
de référence et des seuils d’induction ou d’inhibition de ces différents biomarqueurs protéiques au
regard de la diversité des stations du réseau de surveillance nationale des Agences de l'eau. Les
seuils ainsi définis offrent la possibilité de comparer ces données biologiques collectées sur une
multitude de sites environnementaux et de dates d'échantillonnage. Les résultats des campagnes
menées dans cette étude montrent la possibilité de discriminer une part significative des stations du
réseau au regard d’induction et/ou d’inhibition de ces biomarqueurs protéiques. Dans un objectif
d’application, les poursuites de ce travail sont double : (i) proposer un indicateur intégré multi-
marqueur tenant compte de la déviation de chacun de ces biomarqueurs par rapport & sa gamme de
référence (a l'image de I'adaptation de I'approche IBR appliquée dans Catteau et al 2022) ; (ii)
travailler sur la définition de signatures spécifiques de différentes typologies d’exposition toxique (dans
un but de discrimination de pressions) en bénéficiant de la multi-dimensionnalité offerte par le dosage
multi-marqueur en protéomique ciblée.

15



3. Exercice multi-especes : définition d’une stratégie
commune et généralisable pour [lidentification de
biomarqueurs protéiques chez les espéeces sentinelles

3.1.Choix des cas d’étude

Créationd’un
catalogue de
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Figure 8 : Démarche générale en deux étapes proposée pour le développement de biomarqueurs protéiques en
écotoxicologie; couplage des approches de protéomique massive de découverte (i.e. shotgun) et protéomique
ciblée (adapté de Gouveia et al 2019).

Comme présenté dans l'introduction de ce rapport, les développements accomplis chez le gammare
en protéomique pour le développement de biomarqueurs s’appuient sur la combinaison d’une
premiére approche de protéomique dite de découverte (protéomique shotgun via le recours a la
démarche protéogénomique chez les espéces non séquencées) qui permet d’établir des catalogues
de protéines chez l'espéce d’étude (Figure 1), puis dans un deuxiéme temps, le recours a la
protéomique ciblée (de type MRM) pour un dosage quantitatif de peptides rapporteurs de protéines
choisies parmi les catalogues protéiques établis en premiére étape (Figure 8). L’objectif de ce
deuxiéme volet de l'action a été de faire la démonstration qu'une stratégie commune, uniformisée,
s’appuyant sur ce principe en 2 étapes, pouvait s’appliquer sur n’importe quelle espece sentinelle
d’intérét. Cette étude de démonstration a ainsi visé l'identification de peptides rapporteurs de protéines
impliquées dans trois grandes fonctions biologiques chez six organismes sentinelles des milieux
aguatiques dulgaquicoles, estuariens et marins.

Espece Gammare Dreisséne Moule Crevette Crevette Epinoche
sentinelle guagga bouquet blanche
Gammarus Dreissena Dreissena Palaemon Palaemon Gasterosteus
fossarum polymorpha  r. bugensis serratus longirostris aculeatus
Crustacés Bivalves Bivalves Crustacés Crustacés Poissons
Eaux
Milieu Eaux douces 2l Eaux douces Eau_x Eaux_de douces ou
douces marines transition :
marines
. . Population
Population P’o;’)ulatlon Population P,o'pulatlon d’étude en
Py référence e d’étude en .
. )2 référence d’étude LIEC X Seine Elevage
Population d’étude SEBIO - Cotentin . ’
INRAE Lyon ; (Lorraine - (Tancarville)  Ineris
. Reims (lac SEBIO
(Ain) Jouy) SEBIO
du Der) Le Havre
I Le Havre
Fonction/ Osmorégulation Branchies anc Branchies Branchies  Branchies Branchies
Organe Détoxication Caeca Glande Glande Hépato- Hépato- Foie
étudié digestive digestive pancréas pancréas
Immunité Hémolymphe Hémolymphe Hémolymphe Hémolymphe Hémolymphe Sang

Table 3 : Espéces sentinelles et organes cibles retenus
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Dans l'objectif de couvrir la diversité des espéces des milieux aquatiques, les six espéces
sélectionnées appartiennent a trois grands groupes animaux : poissons, bivalves et crustacés
(Table 3). Pour aboutir a cette sélection, une réunion a rassemblé en mai 2019 les différents
partenaires engagés dans cette proposition de recherche. Dans un esprit de démonstration et
d’opérationnalité, il a semblé pertinent de prendre en compte différents milieux (eaux douces,
estuaires, eaux littorales) pour lesquels le développement de démarche de monitoring actif
(transplantation d’'une population de référence) est mené actuellement. C’est ainsi que le gammare
(Gammarus fossarum), la crevette bouquet (Palaemon serratus), la dreisséne (moule zébrée
Dreissena polymorpha) et I'épinoche (Gasterosteus aculeatus) ont été retenues. Avec en téte
I'évaluation de la transférabilité des biomarqueurs, ont été ajoutées a celles-ci des espéeces proches
(i.e., de méme genre) et d’intérét en biosurveillance au sein des laboratoires partenaires, a savoir la
crevette blanche (estuarienne Palaemon longirostris) et la moule quagga (Dreissena r. bugensis). Il a
été choisi de cibler des protéines potentiellement effectrices de grandes fonctions physiologiques
retrouvées chez I'ensemble des groupes animaux, en ciblant le dosage de ces protéines dans trois
types d’organes a priori impliqgués dans la réalisation de ces trois fonctions : les branchies pour
l'osmorégulation, la fonction d’immunité pour le sang/hémolymphe, et la détoxication pour le
foie/hépatopancréas/caeca/glande digestive (Table 3).

Suivant la stratégie proposée (rappelée sur la Figure 8), la premiére étape consiste a définir un
catalogue de protéines exprimées dans l'organe cible chez I'espéce d’intérét. Pour pouvoir mettre en
place I'approche de protéogénomique qui permet d’établir ces catalogues, deux types d’informations
moléculaires sont nécessaires pour chacune des populations expérimentales dont sont originaires les
organismes sentinelles utilisés: un transcriptome de référence qui permet d’accéder a la connaissance
exacte des séquences protéiques spécifiques a la population d’étude, et une connaissance du sous-
ensemble de ces protéines qui s’expriment réellement dans chacun des organes cibles (protéome
d’organe). Dans notre étude, la technique de RNA-Seq a été utilisée sur les 6 especes retenues afin
de connaitre via le séquencage du transcriptome, les séquences codantes pour les protéines en se
basant sur des données acquises spécifiquement sur chaque population étudiée. La connaissance du
répertoire de protéines spécifiquement exprimées dans I'organe cible s’est appuyé quant a lui sur
'acquisition de données de protéomique massive sur chacun des organes visés pour le dosage de
biomarqueurs. Cette démarche protéogénomique (protéomique shotgun couplée a la connaissance
du transcriptome de I'espéce) permet en effet d’établir sans a priori la connaissance des protéines
exprimées dans les organes cibles (Figure 1).

Hepatopancreatic caeca

G. f ossarum Transcriptome de
référence

CATALOGUE
SHOTGUN
organe
Liste de 50 ~100 Recherche multiplexée
ANNOTATION peptides trypsiques \
KEGG rapporteurs de ces
Pathway % s .
- - - protéines (environ 10
Folding, sorting and degradation 3,84 L. Mapetopancranti amcn
Sensory system 3,38 par protéine) B s
Amino acid metabolism 3,33 Protein ? g:;!- Trypsic digestion q‘,r:.\w ;',1
X ies bi and boli 3,16 extraction & Gl 8 RO
Metabolism of other amina acids 313 .
Translation 3,00 = Purification SPE
Energy metabolism Il "2—-_'
Aging TOP10 des [ '\*irr Preconcentration
3 R
Othe
— protéines | Chromatographic Analyses dMRM
g separation
abondantes a @ @
S ] : el
du pathway ciblé sl et 1
(détoxication) ms/Ms Analysis @ %o J] *. :
SRM

peptice Fragrmentation Fagasat A
selection Solection - -

Identification de peptides rapparteurs quantifiables dans
l'organe visé (caeca) en lien avec la fonction (détoxication)

Figure 9 : Démarche suivie pour la recherche de peptides rapporteurs de protéines associées a une fonction
physiologique. Stratégie appliquée a partir des catalogues protéomiques établis sur organes (chez G. fossarum,
D. polymorpha, P. serratus, G. aculeatus) ; I'exemple est pris ici de I'identification de biomarqueurs de la fonction
de détoxication analysés dans les caeca chez Gammarus.
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Grace a la protéogénomique, de potentiels biomarqueurs ont ainsi été sélectionnés parmi les
catalogues protéiques des grandes fonctions d’intérét sur chaque organe d’étude (Figure 9). Pour
chaque organe (exemple « caeca hépatopancréatiques » sur la figure illustrative), I'annotation
fonctionnelle des catalogues nous a permis d’identifier une dizaine de protéines abondantes parmi les
protéines annotées fonctionnellement comme étant impliquée dans la fonction visée (exemple
« détoxication ») (base de données KEGG; Kanehisa et al 2000). Une méthode multiplexée de
protéomique ciblée a ensuite été développée pour valider lidentification d’'une dizaine de peptides
rapporteurs par protéine, donc une centaine de peptides par couple organe-espece.

La transférabilité des biomarqueurs peptidiques entre especes a par ailleurs été questionnée en
adoptant une stratégie dédiée (Figure 10). Nous avons choisi pour les invertébrés de n’acquérir les
données shotgun d’organes que chez une espéce par genre en faisant le pari que le protéome organe
spécifique pourra étre extrapolé entre especes du méme genre (ici entre dreissénes et entre crevettes
palaemons). Notre hypothése a été qu'une protéine abondante dans un organe comme
'hépatopancréas chez la crevette bouquet par exemple, a toutes les chances d’étre également
abondante dans I'hépatopancréas chez la crevette blanche (conservation fonctionnelle entre protéines
orthologues), et que pour lidentification de cette protéine par protéomique ciblée MRM, on pourra
prendre en compte les éventuelles différences de la séquence de cette protéine entre les espéces
grace a la connaissance du transcriptome établi pour toutes les populations d’étude. La démarche
suivie est présentée avec 'exemple des dreissénes sur la Figure 10. Pour I'épinoche, poisson trés
étudié dans la littérature, une stratégie intermédiaire a été suivie en tentant de nous appuyer sur des
données de protéomique shotgun sur organes obtenues sur d’autres populations disponibles dans la
littérature.

88 D. polymorpha Transcriptome de
référence

CATALOGUE Séquences (identique, mutée) des
SHOTGUN organe 50 ~100 peptides correspondant

D.
chez D. polymorpha chez D. r. bugensis
ANNOTATION Listede 50 ~100

KEGG peptides trypsiques
rapporteurs de ces
protéines chez D. alignement Recherche multiplexée
» polymorpha

TOP10 des Séquences des 10
protéines protéines
abondantes orthologues

du pathway ciblé Chez D. r. bugensis

Chez D. polymorpha Blast

Identification de peptides rapporteurs
quantifiables dans l'organe visé en lien avec
la fonction d’étude chez D. r. bugensis

Transcriptome de référence
D. r. bugensis

Figure 10 : Adaptation de la démarche suivie pour la recherche de peptides rapporteurs de protéines associées
a une fonction physiologique a partir des catalogues protéomiques établis sur organes chez une autre espece du
méme genre : 'exemple est pris ici de l'identification de biomarqueurs chez la moule quagga (D. r. bugensis) a
partir des catalogues protéomiques de la moule zébrée (D. polymorpha).
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3.2.Mobilisation et acquisition de ressources moléculaires chez les 6 espéces
d’étude

L’ensemble des ressources moléculaires mobilisées sur les 6 espéces retenues est présenté dans la
Table 4.

crevette crevette gammare moule moule quagga épinoche
bouquet blanche zebre
) )
Transcriptome de PRJNA809144 PRJINAS09144 INRAE SEBIO LIEC PRJNA809144
référence SRR18114569 SRR18095025  Cogne et al 2019 Leprétre et al Péden et al 2019  SRR18096867
2019
Protéome PXD031698 Dépét en cours LIEC Nuez-Ortin et al
« foie/hépatopancréas/ 2018
caeca/glande digestive »
Protéome PXD031698 PXD031777 SEBIO Kultz et al 2015
« sang/hemolymphe » LEPI’;S;%H al
PXD012991

Protéome branchies PXD031698 Dépét en cours PXD031681 Liet al2018

Table 4 : Inventaire des ressources moléculaires mobilisées chez les 6 especes d’étude. En bleu = données
acquises au cours de I'étude ; en rouge = ressources préexistantes sur les populations d’étude au sein du
consortium ; en vert données de la littérature sur d’autres populations. Les données transcriptomiques acquises
au cours du projet ont été déposées sur ncbi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sous le code d’accession projet
(PRJNA809144S), les données de protéomiques shotgun sur le dépét PRIDE de [I'EMBL
(https://www.ebi.ac.uk/pride). Les fleches bleues identifient la stratégie d’extrapolation des données de
protéomique shotgun entre espéces du méme genre (cf Figure 10).

3.2.1. Transcriptomes de référence (RNAseq)

1individumale de la
population d'étude (ineris)

1 individu male
Palaemon

. ) dissection - . )
dissection l v muscle hépato céphalon
. . Congélation N2 Balnéation RNAlater 4°C
muscle foie rein puis -80°C Congélation N2 puis -80°C
' ! ' Extraction ARNtot  quantite
Extraction ARNtot . Quantité de chaque organe Controle qualité
de chague organe Contréle qualité
1 échantillon composite
1 échantillon composite (mélange égquimolaire)
(mélange équimolaire) .
¥
Séquencage »  Transcriptome

Séquengage » Transcriptome GénoToul de référence
GenoToul

de référence

Illumina NovaSeq
lllumina NovaSeq

Figure 11 : Protocole suivi pour I'obtention des transcriptomes de référence pour la population d’épinoches de
I'étude et pour les 2 espéces (marine et estuarienne) de crevettes Palaemon.
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Pour posséder un transcriptome de référence pour chacune des populations d’étude des 6 espéeces
sentinelles cibles, la construction des 3 transcriptomes de référence manquants (I'épinoche et les deux
crevettes Palaemon) a été réalisée (Figure 11). Le RNA-Seq de référence n’a pas été nécessairement
acquis sur les organes ciblés par le dosage final en protéomique. Au contraire, nous nous sommes
appuyés pour chacune des espéces sur un RNA-Seq profond réalisé sur des échantillons composites
d’organes ou I'extraction de matériel nucléotidique est le plus efficace. Le séquencgage de 'ARN en
profondeur permet en effet I'identification de la plupart du génome codant le protéome d’un organisme.
Le séquencage a été réalisé a partir d’'un seul individu de chacune des trois espéces en partant d’'un
mélange des ARN issus de différents tissus de ces individus (foie, muscle et rein pour I'épinoche ;
hépatopancréas, muscle, céphalon pour les deux espéces de crevettes), dans un esprit de couverture
large du transcriptome pour les bases de données de référence. Les échantillons ont été séquencés
sur la plateforme GenoToul (technologie lllumina NovaSeq).

épinoche crevette bouquet crevette gammare
blanche
SRR18096867 SRR18114569 SRR18095025  Cogne et al 2019
Nbr bases 272270 893 202 018 591 212927918 263 406 154
Nbr contigs 205 265 170072 200 458 344 409
GC 49,11% 39,49% 39,14% 43%
Longueur médiane 552 377 372 296
Longueur moyenne 1326 1187 1062 764
N50 2805 3466 3068 1354
Nbr protéines prédites (TransDecoder) 104 076 52782 51767 140 867
Nbr protéines annotées (Pfam & 10-3) 70 629 30681 28721 55977
68% 58% 55% 40%
Analyse BUSCO Complet 87,1% 87,8% 97,2% 90,7%
arthropoda_odb10:1 013 BUSCOs Fragment 6.4% 51% 1.2% 5.3%
vertebrata_odb10: 3 354 BUSCOs Non 6, 59% 7’ 1% I’ 6% A%

trouvé

Table 5 : Caractéristiques des transcriptomes de référence obtenus sur épinoche et crevettes palaemons (et
comparatif avec le transcriptome déja décrit chez le gammare).

Par rapport au transcriptome utilisé chez le gammare pour nos précédents développements, I'analyse
des caractéristiques des 3 nouveaux transcriptomes assemblés (Table 5) a révélé des assemblages
moins fragmentés avec environ 200 000 contigs et des N50 de I'ordre de 3000pb, et présentant un
niveau de complétion important (de 'ordre de 90% et plus), ce qui valide leur utilisation comme base
d’'information solide pour I'identification de protéines par protéogénomique.

3.2.2. Catalogues protéiques sur organes (protéomique shotgun)

Concernant le volet protéomique massive sur organe, des données ont été nouvellement acquises
pour le gammare, la dreisséne et la crevette bouquet sur les trois organes d’étude (Table 4). Pour
I'épinoche, les connaissances protéomiques disponibles dans la littérature nous ont bien permis
d’accéder a des protéomes sur plasma et branchies au sein d’autres populations internationales
d’épinoches (Kiiltz et al 2015; Li et al 2018; Li et Kiltz 2020), mais les données disponibles sur foie
n’étaient pas suffisamment exhaustives et nous avons été contraints d’avoir recours a des données
de catalogues protéiques disponibles chez le saumon (Nuez-Ortin et al 2018) en appliquant pour cet
organe la stratégie imaginée initialement pour le transfert entre espéces du méme genre (Figure 10).

L’acquisition des 7 nouveaux jeux de données shotgun a été réalisée sur la plateforme ProGenoMix
du CEA a Marcoule. Les échantillons traités correspondent tous a des organes prélevés sur un unique
individu (Figure 12), a I'exception de 'hémolymphe de gammares qui a nécessité de pooler les
préléevements de 25 individus. Les protéines de chaque échantillon sont séparées sur gel SDS-PAGE
en 5 fractions différentes selon leur masse moléculaire. Aprés digestion trypsique, chacune de ces
fractions est analysée séparément par spectrométrie de masse en tandem a l'aide d’un Q-Exactive
HF (Thermo). Le fractionnement n’a pas été appliqué pour les données branchies et caeca chez le
gammare, la plateforme s’étant dotée pour ces analyses d’un équipement de nouvelle génération
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(Exploris 480). L’analyse des données de spectrométrie de masse en tandem est réalisée en se
rapportant au transcriptome de référence de chaque population pour I'annotation des spectres obtenus
et établir les catalogues protéiques de chaque organe.

1 individu male
Palaemon

dissection

hémolymphe hépato branchies
Congélation N2

puis -80°C
Extrait protéique Quantité
de chaque organe Contréle qualité

1 échantillon par drga ne

5 fractions par échantillon

LY

~ ]

Shotgun ; i.
Li2DCEA Y ™™

1 banque de spectres
protéomiques
pour chaque organe

MS tandem Q-Exactive HF

Figure 12 : Protocole mis en place pour I'obtention des 7 nouveaux protéomes d’organes par protéomique
shotgun : exemple de Palaemon serratus.

Les catalogues obtenus permettent ainsi de disposer de 'information sur la séquence des protéines
exprimées dans les différents organes, ainsi qu’une quantification relative en se basant sur les spectral
count enregistrés pour les différents peptides appartenant a celles-ci. Une analyse fonctionnelle (base
de données KEGG, Kanehisa et al 2000) des catalogues protéiques ainsi obtenus a permis de valider
le choix des organes pour les 3 grandes fonctions visées pour le développement de biomarqueurs.
Les Tables 6 (A,B,C) présentent les résultats de cette analyse chez les trois invertébrés et soulignent
les différences marquées du répertoire fonctionnel qui s’exprime entre organes d’'une méme espéce,
et au contraire une certaine similarité entre especes pour un méme type d’organe (ex pathway
« immune system » dans I'hnémolymphe des 3 espéces, ou encore « transport & catabolism » ou
« signal transduction » dans les branchies ...). Dans la suite des développements, les protéines
recherchées dans I'hémolymphe et ciblées sur 'immunité ont été choisies parmi les protéines les plus
abondantes du groupe KEGG «immune system », pour I'osmorégulation sur branchies dans
« transport & catabolism », et pour la détoxication dans le foie/hépatopancréas/caeca/glande digestive
dans le pathway « xenobiotics biodegradation and metabolism » (catégories en jaune dans les Tables
6 et protéines détaillées en Annexe 2).
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Gammarus fossarum Dreissena polymorpha

Caeca Hémolymphe Branchies Branchies
= — Fr—
3730protéines détecties  oyg viinee détecties 1285 protéines détectées 7918 geotdines détaceis
2214 protéines annotées ot TR " . o k3 =
(59%) 297 protéines annotées(47%) 770 protéines amotées (60%) 5121 protéinzs znnot
KEGG Patlway % KEGG Pathway % KEGG Patlway %5 LEGG Patineay S KEGG Patineay S5 KEGG Pathway Oz
Transport and 958 Immune system 19,84 Iransport and catabolism 1335 Tranzport and catsbolizm 10,41 Immune system 10,27 Signal tm=naduction 113
catabolism
Endocrinesystem 8,07 Signaltransduction 11,90 Ceffular community - 11,07 Signal umnsdtion Seemilueedec iR Gt commuity - .o
- - sukaryotes
eukaryotes co
. Z slluler commmunity - 6,02 slar community - 9,24 Transport and catabolism 10,06
Signaltransduction  7.99  Cellular community- 10,50 Enerzy metabolism 047 EP_HL.H .mﬂu“} - EP‘.] Ll:larmﬂuxt} : ol o
eukaryotes _ . Endocrine system 650  Transport and catsbotism §,67  Cell srowih and desth 0,04
Carbohydrate 6,63 Transportand 8,98 Siznaltransduction 743
metabolism catabolism Carbohydrate metsbolism 6,17 Endocrine system 714  Endocrine system 8.07
Cellular community - 5,96 Endocrine system 8,04 Carbohydrate metabolism 6.49
eukaryotes Immune system Call growth and desth 7,10 Immume system T.78
- 5 2
Immune system 593 cellgrowthanddeath 7,57 Cell growthanddeath 6.21 Call growth 2nd desth o 581 Environmentsl on 6.02
Lipid metabolism 3523  Environmental 6,15 Environmenta adaptation 4,63 e
adaptation Folding, sorting and 5,14  Environmental 364 Call motility 5.64
Cell growthanddeath 492  Sensorysystem 5,88 Amino acid metabolism 449 degradation R
Translation 510 Translstion 3,53 Semsory system 4,85
Environmental 401 signaling molecul 3,54 Nervous system 4.14
‘ : s : Environmentsl sispisicn 4,03 Enerzy metsbolism 350 Trnslation 417
adaptation and interaction
. . 3 . 10
Folding, sortingand 3,84 Biosynthesisofother 1,80 Immune system 402 Amino scid metsbolism 3,66 Call motility 341 Cabohydrste metsbolism
degradation secondary metabolites
Sensory system 3,38 Amino acd metsboism 175 Excretory system 3.81 Energy matsbolism 3,06 Folding soning snd 3,38 Circulstory system 3,13
T gagradation
Amino acid 333 cabohydmte metaboism 1,54 Endocrine system 373 Cail motility 2,85  Nervous system 2,61  Folding, sorting and 2.81
metabolism dagradation
Xenobiotics 3,16 Digestive system 112 Metabolism of otheramine 2,63 Lipid mausbolism X Sensory system 134  Ererzy metsbolism 2,74
hd'gn.'dmm ] acids Sensory sysiem 2,15 Digestive system Amino acid metsbolism 2.06
metabolism
Metabolism of other 313  Xenobiofics biodegradaton 1,04 Lipid metabolism 2,36 Metzbolism of other 2,10 Other Narvous system 1,86
amino acids and metabolsm amino atids
Translation 300 Mudsotde metstoism 088 Signalingmoleculesand 183 Nervous system 200 Excrstory system L7
jmieraction ! Metabolism of coictors 2,08 Digestive system 142
Energymetabolisn 2,94  Enerzy metsboism 2,70 Xenobioticsbiodegradation 1.62 and vitamins
and metabolism Xenobiotics 1,92 Signaling moleculas and 1,37
Aging 245  Folding, sorfing and 0,66 Digestive system 155 ‘biodezradation and interscrion
degradation Tt
Other 1645 Metsbosm of other amino 0,52 Other 10.92 othar 1547 Teanscription 13
0,48 Lipid metabolism L
Other 2,98 A Othar T84 B
Palaemon serratus
Hépatopancréas Hémolymphe Branchies
2023 protéines détectées . P
P 625 protéines détectées 3717 protéines détectées

1261 protéinesannoté
proteines 285 protéines annotées(45%) 2041 protéines annotées(33%)

(62%
KEGG Pathway %6  KEGG Pathway % KEGGPatlhwa %
Carbohydrate 1918 Immune system 22,33 Transport and catabolism 11,92
metabolism :
Transpoit and Endocrine system 13,52 Signal trans duction 8.90
. 1091 -
catabolism
., Aminoacid 10,18 Cellular community - 872
Endocrine system 6,58 -
- 7" metabolism eukaryotes
Immune system 619 Biosynthesisofother 9,73 Cell growthanddeath 741
- secondary metabolites
ity 2 . 2
Signaltensduction 5,73 Cellular community - 9,02 Endocrine system 621
= eukaryotes
Cell growthanddeath 540 Signaltransduction 796 Energymetabolism 5,84
Amino acid 597 Transport and 551 Translation 5,63
metabolism ' catabalism
Digestive system 197 Cell growthanddeath 4,08 Carbohydrate metabalism 325
Metabolism of other 359 Circulatory system 3,39 Immune system 49
amino acids :
Glycan biosynthesis Environmental 2,75 Folding, sortingand 354
;. 347 S =
and metabolism adaptation degradation
Lipid metabalism 333 Sensory system 2,65 Excretory system 334
Xenobiotics Signaling molecules  2.60 Amino acidmetabolism 3.20
biodegradation and 3,15 andinteraction
metabolism
Metabolism of o, Carbohydrate 137 Environmentdl adaptation ~ 3.09
cofactors and vitamins —  metabolism
Biosynthesisof other 47 Other 7.66 Digestive system 2n
secondary metabolites '
Energymetabolism 221 Nervous system 236
Translation 201 Circulatory system 2,19
Folding, sortingand Transcription 1,95
= = 186
degradation
Other 109 Sensory system 1.62
Glycan biosynthesisand 142
metabolism

Other 10,9 C

Table 6 : Catalogues protéiques des organes obtenus par protéomique shotgun (Analyse KEGG pathway,
Kanehisa et al 2000), en jaune les pathways ciblés pour la sélection de protéines en lien avec la détoxication,
l'immunité et 'osmorégulation dans chacun des 3 types d’organes.
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L’ensemble des développements pour la recherche de peptides rapporteurs des 10 protéines
sélectionnées pour les différents couples organe-espéce, a été réalisé sur des échantillons individuels.
La seule exception a été pour ’lhémolymphe de gammare ou les prélévements de 10 individus ont été
poolés et repris dans 50 uL de tampon HBSS.

3.3.1. Procédures analytiques

Extraction des protéines, digestion et SPE

Le protocole d’extraction des protéines sur organes est adapté de celui utilisé pour les organismes
entiers chez le gammare (Simon et al 2010) (Figure 3). Le broyage de I'échantillon est réalisé dans un
tampon tris (Tris 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 0.1% v/v) a pH 7,8 contenant 10
pg/mL des inhibiteurs a protéases leupeptine et aprotinine, a I'aide d’'un broyeur a billes. Ce tampon
permet de solubiliser les protéines. L’homogénat est ensuite centrifugé a 10 000 g pendant 15 min a
+4°c afin de récupérer le surnageant dans un nouveau tube. Une solution de délipidation contenant
de I'éthanol absolu et du diéthyléther en proportion 1 :1 (v /v) est ajoutée au surnageant. Le mélange
est ensuite vortexé et incubé 10 min dans de la glace puis centrifugé & 10 000 g pendant 10 min a
+4°c. Le surnageant contenant la fraction lipidique solubilisée dans le solvant organique est éliminé
alors que le culot contenant les protéines précipitées au contact du solvant organique est re-suspendu
dans un volume de tampon tris différent selon les organes et especes étudiées, la quantité de
protéines totale étant différente dans chacun d’eux. L’extrait protéique est ensuite dosé par la méthode
de Bradford afin de connaitre la quantité de protéines totale dans I'extrait. Un spectrophotométre
Tecan Safire Microplate Reader est utilisé. Une fois I'extraction et le dosage des protéines terminés,
celles-ci sont digérées par ajout de trypsine. Les peptides trypsiques sont ensuite purifiés par
extraction sur phase solide (SPE) en pression positive et concentrés avant analyse. Notre postulat de
départ était d’injecter I'équivalent de 50 ug de protéines-peptides afin d’obtenir une réponse la plus
intense possible pour la détection de ces potentiels peptides biomarqueurs. De ce fait, la quantité de
protéines initiale a été adaptée suivant le nombre d’injections souhaité par échantillon donc le volume
d’extrait a varié d’'un échantillon a l'autre (fonction de l'organe, de I'espéce, etc.). Les extraits
protéiques sont alors complétés & 1,2 mL de bicarbonate d’ammonium (AMBIC) a 50 mM, tampon a
pH 8 permettant a la trypsine d’avoir une activité optimale. Aprés ajout de 130 puL de dithiothréitol
(DTT) & 150 mM, les échantillons sont incubés & 60°c pendant 40 min afin de réduire les ponts
disulfures et linéariser les protéines. Aprés retour a température ambiante, les échantillons sont
complétés avec 200 pL d’iodoacétamide (IAM) a 150 mM et portés a I'obscurité pendant 40 min a
température ambiante afin d’alkyler les cystéines réduites et empécher la reformation des ponts
disulfure. La digestion est ensuite réalisée en ajoutant 150 pyL d’une solution de trypsine TPCK a une
concentration dépendante de la quantité de protéines initiale selon un rapport 1: 1 de quantité
protéines : trypsine. Les échantillons sont incubés a 37°c pendant 1h. 20 pyL d’acide formique (AF)
permettent finalement de bloquer la réaction de digestion. La purification des peptides est ensuite
réalisée sur une cartouche de phase inverse Oasis HLB 3 cc (60 mg). Les échantillons sont d’abord
centrifugés a 10 000 g pendant 5 min a température ambiante. La SPE se déroule alors comme suit :
les cartouches sont d’abord conditionnées a I'aide de 1 mL de méthanol pur et 1 mL d’eau 0,5%
d’acide formique (AF ; v:v), puis tout le surnageant de I'échantillon est déposé sur la cartouche, un
ringage avec 1 mL d’'une solution eau/méthanol (95/5) 0,5% AF (v:v) permet d’éliminer les impuretés
restantes et enfin I'élution des peptides est réalisée avec 1 mL de méthanol 0,5% AF (v:v). 100 pL
d’une solution de méthanol contenant 10% de glycérol sont ajoutés afin de retenir les peptides au fond
du tube lors de I'évaporation sous flux d’azote a sec pour concentration des peptides. Les culots sont
re-suspendus dans une solution eau/acétonitrile (ACN) en proportions (90/10) 0,1% AF (v:v) avec un
volume variant suivant la quantité de protéines initiale et suivant la quantité protéique d’injection
souhaitée. Une derniére centrifugation est réalisée a 15 000 g pendant 5 min a température ambiante
afin d’éviter d’injecter les derniers résidus indésirables non éliminées par les étapes précédentes. Tout
le surnageant est alors transféré en vial avec insert pour injection en HPLC-MS/MS.

Parameétres HPLC-MS/MS

L’équipe d’écotoxicologie dispose d'une chaine HPLC Agilent 1290 Infinity Il couplée a un
spectrométre de masse triple quadrupble Agilent QQQ 6495B équipé d’'une source Electrospray
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Agilent Jet Stream (AJS). Une colonne Waters Xbridge C18 de dimensions 100mmx2,1mmx3,5um est
utilisée pour la séparation des analytes par HPLC. 20uL d’échantillon sont injectés par analyse. Le
four est thermostaté a 40°C. Le débit appliqué est de 300 uL/min sur une phase mobile contenant eau
0,1% AF (v:v) en voie A et ACN 0,1% AF (v:v) en voie B. Le gradient d’élution appliqué est le suivant :
palier de 2 min a 5% d’ACN, puis gradient linéaire de 5% a 35% d’ACN en 36 min, palier de 5 min a
100 % d’ACN puis retour a 5% d’ACN pendant 5 min. Les paliers a 5% d’ACN permettent I'équilibrage
de la colonne tandis que le palier a 100% d’ACN permet de laver la colonne des éventuelles impuretés
restées accrochées en fin de gradient. La durée totale d’injection est de 48 min. Les paramétres du
spectrométre de masse ont été réglés de la maniére suivante : résolution unitaire des quadrupbles,
dwell time de 5 ms, polarité positive, température et débit de gaz azote 210°C et 17 L/min
respectivement, pression appliquée sur le nébuliseur 40 psi, température et débit du gaz secondaire
azote 250c et 12 L/min respectivement, tension appliquée au capillaire de transfert des ions 4500 V,
les 2 tensions appliquées sur 'iFunnel étaient de 145 V et 115 V. L’acquisition des données se fait
grace au logiciel MassHunter Data Acquisition (version B.09.00) et le retraitement se fait via le logiciel
Skyline (64-bit version 21.1.0.278).

Sélection des transitions et création des méthodes MRM/dMRM

Afin d’analyser 'ensemble des peptides sélectionnés précédemment, des méthodes MRM et dMRM
ont été développées. La premiére méthode MRM (Multiple Reaction Monitoring) permet I'analyse de
200 transitions tout au long de la méthode, une transition étant la sélection d’'un couple ion précurseur-
ion fragment. Si 'on considére qu’un peptide est généralement identifié a I'aide de 3 transitions, il est
possible de suivre une soixantaine de peptides au cours d’'une méthode MRM. Pour pallier a cette
limite numérique, la seconde méthode appelée dMRM (dynamic Multiple Reaction Monitoring) permet
de suivre des transitions sur une fenétre de temps connue et beaucoup plus courte, de l'ordre de la
minute, autour du temps de rétention (RT) attendu pour le peptide d’intérét. In fine, cette dernieére étant
plus sensible permet I'analyse d’'un nombre beaucoup plus élevé de transitions au cours d'une
méthode et par conséquent, d’analyser beaucoup plus de peptides en une seule méthode, on parle
de multiplexage. Cette méthode a pour avantages un gain de temps et de matériel biologique, il est
cependant nécessaire de connaitre les RT des peptides d’intérét.

Le logiciel ProteinProspector (version 6.3.1) permet de prédire toutes les transitions qui seront
préférentiellement détectées par (d)MRM, leur ordre d’intensité et le rapport entre les transitions. Ces
informations sont lues dans le logiciel Skyline, ce dernier permettant de générer 'ensemble des
transitions potentielles pour les peptides d’intérét selon des criteres de sélection choisis par
l'utilisateur. Seuls les ions précurseurs di ou tri chargés sont retenus ainsi que des ions fragments
mono voire di chargés de type vy, b, X, z, a, c. Seuls les ions précurseurs et fragments avec un m/z
allant de 250 a 1500 sont sélectionnés. Un peptide est considéré comme détecté et identifié lorsqu’au
moins 3 transitions sont superposées. Au final, 6 transitions les plus intenses et répondant a tous ces
criteres ont été sélectionnées pour chaque peptide afin d’apporter une confiance supplémentaire dans
l'identification du peptide lorsque les 6 transitions sont superposées. Dans une recherche optimale de
10 peptides pour chacune des 10 protéines pour chaque couple organe-espéce, il y avait plus de 600
transitions a analyser. Afin d’analyser un nombre aussi conséquent de transitions, une nouvelle
stratégie pour prédire les RT de chacun de ces peptides a été mise en place afin de bénéficier de la
grande capacité de multiplexage offerte par la dMRM. Pour chaque organe de chaque espéce, une
méthode MRM a été initialement créée avec une dizaine de peptides les plus abondants d’apres les
données en shotgun (spectral count élevé) afin de déterminer le temps de rétention de ces peptides
dans la méthode de 48 minutes. Il a été alors possible d’établir une relation linéaire entre les RT
observés en shotgun et ceux observés dans notre méthode MRM 48 minutes (Faugeére et al 2020),
comme le montre la Figure 13. Ceci nous a permis ensuite de prédire les RT de tous les autres
peptides ciblés pour I'organe de I'espéce et ainsi de créer directement des méthodes dMRM pour leur
analyse. L’avantage de cette stratégie a été de pouvoir chercher un grand nombre de peptides en
utilisant le moins de méthodes possibles et donc en un temps le plus court possible avec un besoin
de matrice biologique réduit.
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Figure 12 : Droite de corrélation entre les RT obtenus en shotgun versus ceux obtenus par MRM sur le caecum
de l'espece Gammarus fossarum.

Critéres d’identification des peptides

Une fois I'échantillon analysé avec les méthodes MRM et/ou dMRM, les résultats obtenus sont
exploités sur le logiciel Skyline (Figure 14). Pour chaque peptide, Skyline affiche son chromatogramme
avec I'ensemble des transitions suivies, si ces derniéres sont superposées sur un méme pic le logiciel
fournit le temps de rétention du peptide. Il affiche également les prédictions issues de
ProteinProspector : le spectre de fragmentation prédit, 'ordre d’intensité des transitions prédit et les
rapports de transitions prédits. Sur Skyline, ces prédictions sont nommeées « library ».
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Figure 14 : Exemple de résultat Skyline pour le peptide VIVITGDNK (Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
calcium ATPase-like, annotation GO water homeostasis/osmo-régulation) de la branchie de l'espece D. r.
bugensis. Gauche : chromatogramme du peptide, Milieu : rapports de transitions prédits et observés, Droite :
spectre de fragmentation prédit.

Les résultats sont compilés dans un tableur Excel (exemple en Annexe 3 pour la branchie de D. r.

bugensis) ou sont renseignés le temps de rétention du pic chromatographique observé, son intensité
maximale, le nombre de transitions alignées sur ce pic ainsi que des commentaires indiquant
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notamment s’il n'y pas de correspondance avec la library ou si d’autres pics sont éventuellement
présents sur le chromatogramme du peptide. Deux essais sont réalisés pour chaque organe afin de
confirmer 'observation d’un peptide sur deux individus différents et d’apporter un degré de confiance
supplémentaire. Un peptide a été considéré comme validé en termes d’identification lorsque les
critéres suivants étaient respectés :
- le nombre de transitions superposées et alignées sur un méme pic est au minimum de 3.
- lintensité des pics est supérieure a 250.
- correspondance entre les rapports de transitions obtenus en MRM et ceux prédits par la
library, 'ordre d’intensité des transitions devant étre similaire aux rangs des transitions prédits
par le spectre de fragmentation.

3.3.2. Résultats sur les 3 organes chez G. fossarum, D. polymorpha et P.
serratus

Dans un premier temps, nous reportons les résultats pour les 3 espéces pour lesquelles nous nous
sommes appuyés sur des données shotgun acquises spécifiquement sur la population d’étude
(stratégie présentée sur le Figure 9). Etant donné le nombre conséquent de résultats obtenus, il a été
choisi pour le corps du rapport de présenter tout d’abord les résultats détaillés obtenus pour chaque
organe de I'espéce Gammarus fossarum, puis dans un second temps les résultats globaux obtenus
pour les deux autres espéces (D. polymorpha et P. serratus). L’ensemble des données détaillées
équivalents sur les différentes espéces sont fournies en Annexe 4.

Gammarus fossarum

Les résultats sont présentés ici dans des tableaux faisant I'état pour chaque protéine ciblée du nombre
de peptides observés apres les deux essais (deux individus indépendants), avec en vert le nombre de
peptides détectés avec une grande confiance selon les critéres d’identification définis précédemment,
en orange le nombre de peptides potentiellement identifiés avec une confiance moindre (RT observés
différents entre les 2 essais, ou détection dans un seul essai ou signal de faible intensité), et en rouge
le nombre de peptides non détectés.

Annotation KEGG ) L. Identifiés avec | Identitification |Non détectés dans | Total de peptides
Pathway/GO term amctationlny I AR forte confiance a confirmer les deux essais cherchés
GFBM_DN110488_c0_g1_il: . B ) 10
Chloroalkane and Bldehyde dehydrogenase- |.g.154816::m.154816
chloroalkene degradation like GFBM_DN75144_c0_g1_il: s 5 3 N
18.851303::m.851303
S (e T Aldose reduc_tas_e-related GFBM_DN113180_c0_g1_i2: 7 2 1 10
protein-like :8.521934::m.521934
Caprolactam degradation; Trifunctional enzyme GFBM_DN119980_c5 g1 i1:
Aminobenzoate subunit alpha, — — o= 3 5 2 10
. X C :8.339948::m.339948
degradation mitochondrial-like
Xanthine GFBM_DN118844 c0_g1_i2: a : q -
dehydrogenase/oxidase-like |:g.463279::m.463279
Drug metabolism - other Carboxylesterase GFBM_DN101596_c0_g1_i2: . a a 10
enzymes :g.253580::m.253580
Xanthine dehydrogenase- |GFBM_DN118151_c0_g2_il: 2 5 3 10
like :8.671259::m.671259
Metabolism of Blutathione S-transferase [GFBM_DN109777_c0_g1_i2: 7 by 0 9
xenobiotics by cytochrome 1-like :8.746927::m.746927
P450; Drug metabolism - BDP-glucuronosyl/UDP-  |GFBM_DN117325_c0_g1_il 7 1 9 10
other enzymes; Drug glucosyltransferase 1::8.9889::m.9889
metabolism - cytochrome UDP-glucuronosyl/UDP-  |GFBM_DN117330_c4_g1_il: . 1 ) 10
P450 glucosyltransferase :g.14917::m.14917
Total 48 31 20 99

Table 7 : Résultats de la recherche de peptides potentiels biomarqueurs de la « détoxication » sur le caecum

de gammare.

Pour le caecum de gammare (Table 7), 99 peptides ont été recherchés par (d)MRM avec un total de
792 transitions. Ces derniers appartiennent a 10 protéines associées a des fonctions de détoxication
par I'approche KEGG. Sur les 99 peptides, 48 sont identifiés soit environ la moitié des peptides
recherchés, avec au minimum 2 peptides identifiés pour chacune des 10 protéines visées. S’ajoutent
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31 peptides qui resteraient a étre confirmés avec des analyses complémentaires. Ces résultats trés
satisfaisants permettent d’affirmer que le caecum est un organe de choix pour étudier les mécanismes
de détoxification chez le gammare.

38 peptides ont été sélectionnés pour 'hémolymphe de gammare appartenant a 10 protéines
associées a priori a I'immunité via I'approche KEGG : les cascades de la coagulation et du
complément, l'activation des plaquettes et la migration trans-endothéliale des leucocytes. On peut
noter ici tout de méme une limite de I'approche KEGG avec la sur-représentation de protéines d’actine,
certainement peu spécifiques aux processus d'immunité (Table 8). Au total 324 transitions ont été
suivies par 2 méthodes dMRM.

Annotation KEGG . L. Identifiés avec (ldentification a | Non détectés dans | Total de peptides
Annotation nr/IP Protéine ID ) . ) i
Pathway/GO term forte confiance confirmer les deux essais cherchés
7 dont 2
GFBM_DN120882_c4_g1_i7::8.302215::m.302215 |doublons avec 1 2 10
100087
Complement and _— "
X Alpha-2-macroglobulin-like | GFBM_DN106701_c0_g1_i1::g.516543::m.516543 1 1 0 2
coagulation cascades
4 dont 2
GFBM_DN100087_c0_g1_i2::g.764399::m.764399 |doublons avec 0 1 5
120882
5dont 5 1dont1
GFBM_DN118952_c0_g3_i1::8.476665::m.476665 0 6
doublons doublon
GFBM_DN112551_c1_g2_i2::g.573473::m.573473 CEEE BEuEA 0 5
- LI m: doublons doublon
e — 7 dont 7 1dont1
Platelet activation; GFBM_DN120284_c2_g3_ i2::8.215083::m.215083 0 8
Leukocyte doublons doublon
A Actin
transendothelial 7 dont 4
migration GFBM_DN116398_c2_g3_i2::g.46357::m.46357 st 0 1 8
. 4 dont 4 1dont1
GFBM_DN118080_c0_g1_i1::g.1971::m.1971 doublons doublon 0 5
) 5 dont 5
GFBM_DN88039_c0_g1_i1::g.819692::m.819692 0 0 5
doublons
Platelet activation;
Complement and Bemocytin-like GFBM_DN120348_c0_g2_i1::8.39721::m.39721 0 3 5 8
coagulation cascades
/ Beta»1,3-gluca n-binding / 3 1 5 14
protein precursor
Total 31 7 14 52

Table 8 : Résultats de la recherche de peptides potentiels biomarqueurs de I'immunité sur 'hémolymphe de
gammare.

Pour les 3 processus liés a 'immunité pré-cités, 9 peptides sur les 38 recherchés n’ont finalement pas
été détectés. Les 29 autres peptides ont été identifiés mais avec beaucoup de doublons entre les
protéines. Pour I'exercice de démonstration et afin de cibler des protéines plus spécifiquement en lien
avec I'immunité, une recherche manuelle dans les annotations du shotgun nous a permis d’ajouter la
protéine beta-1,3-glucan-binding protein a la liste des protéines sélectionnées (derniére ligne de la
Table 8). Cette derniére est connue pour étre impliquée dans le systéeme de défense contre les
pathogénes chez les invertébrés (Phupet et al 2018). Sur la séquence identifiée chez le gammare,
elle comprend 14 peptides trypsiques dont 8 ont été identifiés avec une forte confiance, 1 serait a
confirmer et 5 n'ont pas été détectés. Au total, 60% des peptides recherchés en lien avec 'immunité
ont été identifiés dans 'hémolymphe avec une grande confiance. Finalement, seule une protéine sur
les 11 (’hemocytin-like) n’a pas donné de résultats convaincants.

Concernant les branchies de gammare, seulement 25 peptides répondant aux critéres de sélection
ont été cherchés (Table 9). lls appartiennent a 7 protéines différentes associées a I'osmorégulation
dans les bases KEGG. Un total de 198 transitions a été analysée en MRM. 8 peptides ont été identifiés,
9 n’ont pas été détectés et 8 restent a confirmer.
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Annotation KEGG
Pathway/GO term

Annotation nr/IP

Protéine ID

Identifiés avec
forte confiance

Identification a
confirmer

Non détectés dans
les deux essais

Total de peptides
cherchés

water homeostasis;
osmoregulation

B-complex protein 1 subunit gamma-like

GFBM_DN82398_c0_g1::GFBM_DN823
98_c0_g1_il::g.80593::m.80593

6

2

2

10

B-complex protein 1 subunit gamma-like

GFBM_DN113594_c4_g2::GFBM_DN11
3594_c4_g2_i3::5.89565::m.89565

0

1

2

3

Clathrin light chain-like

GFBM_DN118869_c5_g2::GFBM_DN11
8869_c5_g2_i1::g.45372::m.45372

0

3

4

7

Bdaptor protein AP-2 complex subunit
alpha-like

GFBM_DN117888_c0_g1::GFBM_DN11
7888 _c0_g1_i2::g.153913::m.153913

Protein kinase-like

GFBM_DN120756_c0_g3::GFBM_DN12
0756_c0_g3_il1::8.43521::m.43521

EAMP-dependent protein kinase
catalytic subunit 1-like

GFBM_DN82432_c0_g1:GFBM_DN824
32_c0_g1_i3::g.102115::m.102115

Serine/Threonine-protein kinase OSR1-like

GFBM_DN113326_c3_g2::GFBM_DN11
3326_c3_g2_i2::8.224363:m.224363

Total 8 8 9 25

Table 9 : Résultats de la recherche de peptides potentiels biomarqueurs de 'osmorégulation sur les branchies
de gammare.

Bilan sur les 3 espéces Gammarus fossarum, Dreissena polymorpha et Palaemon serratus

Les résultats d’identification des peptides pour I'ensemble des couples organe-espece de I'étude sont
synthétisés dans la Table 10 ci-aprées. Le détail des peptides détectés ou non selon les annotations
protéiques est donné en Annexe 4.

Identifiés avec [ldentification a , , | Total de peptides
. . Non détectés .
forte confiance confirmer cherchés

Branchie 15 15 24 54

Palaemon serratus Hémolymphe 20 27 46 93 229
Hépatopancréas 23 11 48 82
Branchie 6 8 35 49

Palaemon longirostris Hémolymphe 1 12 40 53 176
Hépatopancréas 19 9 46 74
Branchie 27 18 17 63

Dreissena polymorpha | Hémolymphe 13 40 30 83 216
Glande Digestive 33 21 16 70
Branchie 19 12 27 58

Dreissena r. bugensis Hémolymphe 8 7 22 37 162
Glande Digestive 34 13 20 67
Branchie 8 8 S 25

Gammarus fossarum Hémolymphe 31 7 14 52 176
Caecum 48 31 20 99
Branchie 16 11 5 32

Gasterosteus aculeatus Sang 3 5 12 70
Foie 12 6 26

Table 10 : Bilan global de I'étude synthétisant les résultats de lidentification dMRM des peptides pour les 18
couples organes-espéces, peptides potentiels biomarqueurs de 'osmorégulation sur branchies, de l'immunité sur
hémolymphe-sang, et de la détoxication sur hépatopancréas-caecum-foie-glande digestive.

Au total pour le gammare, sur les 176 peptides tout organe confondu, 87 ont été observés et confirmés
dans les deux essais réalisés, ce qui représente 49% du total. 24% n’ont pas du tout été détectés et
26% seraient & confirmer (par de nouveaux essais, ou encore via le recours a des peptides
synthétiques). En ce qui concerne D. polymorpha, le taux de peptides observés et confirmés dans les
deux essais est de 34%, taux qui monte & 71% si on considére les peptides qui resteraient & étre
confirmés. Une disparité entre organes apparait avec environ 45% des peptides recherchés qui sont
détectés dans les branchies et la glande digestive, alors que le taux d’identification est beaucoup plus
faible (15%) dans I'hémolymphe. Pour P. serratus, le taux de détection est plus homogéne entre
organes avec en moyenne 27% des peptides qui sont validés. Toutefois beaucoup de peptides ne
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sont pas du tout détectés (52%). Malgré ce taux plus faible d’identification des peptides, on peut noter
gu’en termes de protéines pour lesquelles au moins un peptide rapporteur est validé ou encore a
confirmer, on couvre encore un répertoire important des fonctions visées (Annexe 4), avec des
exemples de protéines candidates intéressantes (e.g. GST, cytochrome P450 dans I'hépatopancréas).

De maniere générale, l'identification de peptides biomarqueurs s’est avérée encourageante. Le
nombre de peptides détectés est au moins égal au tiers du nombre de peptides total. Ce constat est
d’autant plus encourageant que les méthodes HPLC-MS/MS n’ont pas été optimisées ici
spécifiqguement pour ces peptides, les paramétres étant ceux utilisés pour le premier axe du projet
(sur gammare entier). Pour la suite, si 'on souhaite valider I'utilisation de ces peptides comme
biomarqueurs, il faudra les valider par ajout de peptides synthétiques a la méthode.

3.3.3. S’appuyer sur des catalogues protéomiques de la littérature : exemple
de I'épinoche

Pour I'épinoche, G. aculeatus, nous nous sommes appuyés sur des données shotgun de la littérature
acquises sur d’autres populations pour le plasma et les branchies, et sur le saumon atlantique pour le
foie. C’est dans les branchies que le taux de détection de peptides a été le plus important (Table 10).
En effet, la moitié des peptides sélectionnés a été identifiée avec une forte confiance. Ensuite, un tiers
des peptides sélectionnés dans le foie ont été détectés dans les deux essais et enfin, un quart dans
le sang. Il faut cependant noter que pour cette espéce, beaucoup moins de peptides candidats ont pu
étre définis et ensuite recherchés en (d)MRM. Ceci s’explique par le fait qu’on ait été finalement
contraint par I'absence de données shotgun spécifiques de la population d’étude voire de I'espéce, ce
qui s’est traduit par le fait d’avoir été tributaire de la qualité des données protéomiques disponibles,
ainsi qu’une perte importante de peptides candidats lors de la phase d’alignement de séquences sur
le transcriptome de notre population d’étude (Figure 10).

Toutefois, entre 25% et 50% des peptides ont pu étre identifiés dans chaque organe ce qui est
cohérent avec les résultats sur les 3 premiéres especes et n’invalide pas totalement cette stratégie
alternative.

3.3.4. S’appuyer sur des catalogues protéomiques acquis sur une autre
espece du méme genre : exemple des Palaemon et des dreissenes

Dans cette partie sont détaillés les résultats d’identification pour les 2 espéces de crevettes
P. longirostris et D. r. bugensis, pour lesquelles le shotgun d’'une espéce du méme genre est utilisé
comme référence (Figure 10). Ainsi, seul le RNA-Seq a été acquis chez les 2 espéces P. longirostris
et D. r. bugensis afin d’identifier les séquences (identigues ou mutées) d’'une liste de peptides
orthologues aux peptides recherchés chez les P. serratus et D. polymorpha respectivement. Assez
logiguement, le nombre de peptides recherchés est inférieur du fait principalement d’échec dans la
recherche de ces peptides orthologues (Table 10). Cette perte de peptides candidats est relativement
modeste si ce n’est pour 'hémolymphe chez les dreissénidés. L’ensemble des peptides sélectionnés
et des correspondances entre especes sont présentés en Annexe 5.

Sur les 54 peptides sélectionnés pour P. serratus dans les branchies, 46 étaient identiques chez
P. longirostris, 5 n’étaient plus présents et 3 présentaient des mutations sur 1 a 2 acides aminés. Ces
3 derniers peptides a mutations ne sont d’ailleurs détectés ni chez P. longirostris ni chez P. serratus
sans mutations. En ce qui concerne les peptides analysés dans 'hémolymphe de ces deux espéces,
sur les 94 peptides initiaux de P. serratus, 40 peptides sont identiques entre les deux espéces, 48 ne
sont pas présents dans le transcriptome de P. longirostris et 6 présentent 1 a 2 mutations d’acides
aminés par rapport a P. serratus. Les 6 peptides a mutations ne sont pas détectés alors que 3/6 le
sont chez P. serratus. Pour la sélection des peptides de I'hépatopancréas de ces deux espéces, seul
un peptide n’est pas présent chez P. longirostris, 75 sont identiques entre les deux especes et 6 ont
des modifications sur 1 a 2 acides aminés. 3 peptides a mutations n’ont pas été analysés pour cause
d’erreur opérateur. Sur les 3 autres, 1 n'est pas détecté alors qu'il I'était potentiellement chez P.
serratus et les 2 autres sont bien détectés alors qu’ils ne I'étaient pas chez P. serratus. Au final,
quasiment autant de peptides sont détectés dans les deux especes.

Le bilan fait état d’'un nombre de peptides conservés trés important entre les deux espéces, entre 42
et 92% selon les organes. Trés peu de peptides a mutations sont présents, souvent non détectés par
rapport au peptide sans modification. Globalement, si le peptide n’est pas détecté chez P. serratus,
alors il ne I'est pas non plus chez P. longirostris, et si inversement un peptide est détecté chez

29



P. longirostris alors il I'est aussi chez serratus. Les peptides avec ou sans mutations sont souvent
détectés de la méme fagon dans I'une ou l'autre des deux espeéces. Ceci signifie que la stratégie
d’extrapolation des données protéomiques shotgun dans 'optique de généralisation des biomarqueurs
au sein d’'un méme genre est pertinente pour I'analyse des deux espéces de Palaemon.

Concernant maintenant les deux especes de bivalves, 42 peptides recherchés dans les branchies
étaient identiques entre les deux espéces, 3 ne sont pas conservés chez D. r. bugensis et 18 ont des
mutations sur 1 a 4 acides aminés dont 2 mutations apportant un miss cleavage dans la séquence du
peptide (lysine ou arginine apparu dans la séquence peptidique) qui n’ont donc pas été analysés. Sur
les 16 peptides a mutations restants, 11 n’ont pas été détectés (6 ne I'étaient pas non plus chez D.
polymorpha, 3 restaient a étre a confirmer et 2 étaient identifiés) et 5 demandent une potentielle
confirmation (seul 1 n’était pas détecté chez D. polymorpha). Au final, 45% des peptides ne sont pas
détectés chez D. r. bugensis alors que chez D. polymorpha, cela ne représentait que 27%.

Sur les 83 peptides sélectionnés dans 'hémolymphe de D. polymorpha, 21 sont identiques chez D. r.
bugensis, 39 ne sont pas retrouvés dans le transcriptome et 23 présentent des mutations de 1 a 6
acides aminés dont 6 mutations apportant un miss cleavage dans la séquence du peptide ou I'absence
d’'une lysine ou arginine en C-ter du peptide (empéchant le clivage trypsique). Globalement, si le
peptide a mutation n’est pas détecté chez D. r. bugensis, il ne 'était pas non plus chez D. polymorpha.
Le nombre de peptides non détectés dans cet organe est assez important puisqu’il représente 60%
de 'ensemble des peptides alors que chez D. polymorpha il se situait autour de 30%.

Au niveau de la glande digestive, 36 peptides étaient identiques sur 70, 9 ne sont pas présents dans
le transcriptome de D. r. bugensis et 21 sont modifiés sur 1 a 3 acides aminés par peptide dont deux
induisant un miss cleavage. Si le peptide a mutations n’est pas détecté, alors il ne I'était généralement
pas non plus chez D. polymorpha, et a l'inverse, si le peptide a mutations est détecté, il I'était aussi
chez D. polymorpha. 23% des peptides totaux de cet organe ne sont pas détectés chez D. r. bugensis
contre 30% chez D. polymorpha.

Ainsi, comme pour les deux crevettes, les peptides trypsiques sont assez bien retrouvés entre les
deux espéces de moules : 51% dans les glandes digestives, 23% dans I'hémolymphe et 67% dans
les branchies. Il y a cependant beaucoup plus de mutations sur la séquence de ces peptides.
Globalement, si le peptide n’est pas détecté chez D. polymorpha, alors il ne I'est pas non plus chez D.
r. bugensis, ceci vaut également pour les peptides a mutations. Les peptides avec ou sans mutations
sont souvent de « méme couleur » dans les tables de ’Annexe 5 pour les deux especes donc aussi
bien détectés dans I'une ou l'autre des deux espeéces.

Pour conclure cette partie de comparaison entre deux espéces d’'un méme genre qui a adopté la
stratégie d’extrapolation du shotgun d’'une des deux espéces a I'autre (Figure 10), il y a toujours plus
de peptides détectés pour I'espéce référente ayant sa propre analyse de protéomique shotgun. Cette
comparaison a également montré que si le peptide n’est pas détecté dans I'espéce référente alors il
ne I'est pas non plus dans l'autre espéce méme avec mutations. Au contraire, le peptide muté a plus
de chance d’étre détecté si son homologue non muté dans I'espéce référente est détecté. |l est plus
rare de voir un peptide muté détecté alors que son homologue ne I'est pas. Ceci souligne que disposer
de jeux de protéomique shotgun sur I'espéce d’étude donne la possibilité de pouvoir rechercher et
finalement détecter plus de peptides, mais que la stratégie d’extrapolation des données protéomiques
shotgun entre espéces du méme genre est tout de méme pertinente pour I'analyse puisqu’elle permet
tout de méme de détecter au moins 40% des peptides qui le sont dans la premiére espece. D’un point
de vue plus applicatif, si on raisonne a I'échelle des protéines, cette perte de peptides rapporteurs ne
se traduit d’ailleurs pas comme une perte drastique du hombre de protéines qui peuvent étre suivies
dans la deuxiéme espéce, du fait que la perte des peptides est relativement aléatoire et pas lié a leur
appartenance a une méme protéine (Annexe 4).

L’'exercice de démonstration mené ici sur des espéces de 3 taxons trés différents, sur des matrices
biologiques de différentes natures (3 types d'organes) nous montre que la stratégie proposée par
Gouveia et al (2019) (Figure 8) qui se base sur le couplage de la protéogénomique et de la
protéomique ciblée, est clairement applicable a n’importe quelle espéce sentinelle. L’investissement
nécessaire dans l'acquisition d'un RNAseq sur la population d’étude est aujourd’hui trés faible (de
l'ordre de quelques k€) et accessible (en prestation notamment sur des plateformes nationales) a
n’'importe quel laboratoire. L’exemple de I'épinoche nous a par ailleurs montré que s’appuyer sur
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l'acquisition de données de protéomiques shotgun en propre (plutét que de la littérature) est a
privilégier car elle permet d’optimiser la recherche par protéomique ciblée d’'un grand nombre de
peptides candidats (notamment transfert de parameétres analytiques entre les 2 types de méthodes).
Aujourd’hui, l'acquisition de données protéogénomiques est également pratiquée en routine et
accessible a n'importe quel laboratoire via différentes plateformes de protéomiques au niveau national
(de l'ordre de 1 k€ par échantillon d’organe).

Globalement, si on cible des peptides « bien vus » en shotgun (ici critére sur spectral counts), nous
avons constaté un succés de I'ordre de 50% d’identification de chacun de ces peptides dans le suivi
multiplexé en protéomique ciblée (dMRM), ce qui garantit de pouvoir suivre la grande majorité des
protéines sélectionnées (chacune possédant différents peptides rapporteurs possibles). Pour
I'exercice, nous ne nous sommes pas concentrés ici sur un choix fin des protéines a suivre dans
chaque situation couple organe-espéce (approche automatique d’annotation via KEGG), mais un
examen plus fin et a facon des annotations fonctionnelles au sein des catalogues protéiques shotgun
ouvrira clairement la possibilité de se concentrer sur des protéines plus spécifiques des fonctions a
suivre.

Enfin, I'exercice de transfert entre especes d'un méme genre réalisé ici chez les Paleamon et
Dreissena, a montré la possibilité de développer des méthodes communes (existence de peptides
rapporteurs communs) qui peuvent avoir un intérét dans le cadre d’études qui visent a évaluer la
différence de sensibilité entre especes ou qui s’appuient sur la complémentarité des espéces (ex :
suivi de continuum eaux douces, marines), voire entre populations (ex : approches de biosurveillance
passive).
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4. Conclusion

Les travaux engagés dans cette action de démonstration de l'approche « protéomique en
biosurveillance » ont permis d’établir avec un réseau de laboratoires nationaux, une stratégie partagée
et commune qui a été appliquée sur 6 especes sentinelles issues de différents groupes taxonomiques
(poissons, bivalves, crustacés) et d’intérét actuel pour la surveillance des milieux aquatiques nationaux
le long du continuum eaux-douces, eaux de transition et eaux marines.

Cette action a permis de développer une capacité d’acquisition haut-débit et automatisée de données
de protéomique ciblée pour I'écotoxicologie. Nous avons ici pu démontrer que I'acquisition de ce
nouveau type de données biomarqueurs peut répondre a des exigences de reproductibilité, d’inter-
comparabilité des données produites (quantification directe) et permettre notamment la définition de
valeurs de référence. Le premier retour sur le déploiement national opéré ici lors d’encagements de
gammares sur les réseaux de suivi montrent que ces biomarqueurs peptidiques permettent de décrire
des gradients de réponses des organismes a l'exposition (avec des réponses d’induction ou
d’inhibition). Le haut degré de multiplexage offert par les technologies de protéomiques actuelles (de
I'ordre de la centaine de protéines en (A)MRM ; voir Leprétre et al 2022b) ouvre la possibilité de décrire
des signatures biologiques de I'exposition (caractéristiques de voies d’action toxique, ou encore de
'exposition a différentes typologies de pressions), tout en questionnant le besoin d’indicateurs
synthétiques pour le diagnostic de la qualité des milieux. Une telle réflexion sur des indicateurs
intégrés peut clairement s’inspirer du travail déja réalisé sur les indicateurs de contamination
biodisponible basée sur les données de bioaccumulation multi-résidus chez le gammare (Alric et al
2019). Dans ce cadre, la démonstration multi-espéces menée dans le deuxiéme volet de cette action
de recherche vient également souligner tout l'intérét de ce nouveau type de biomarqueurs
protéomiques dans notre capacité a développer des indicateurs multi-espéces plus intégrateurs de la
pression chimigue toxique au sein des écosystéemes (Catteau et al 2022) car basés sur des données
comparables entre les espéces choisies comme sentinelles de la biodiversité qu’ils abritent.
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6. Annexes

Annexe 1 : données de calibration des valeurs de référence de concentrations peptidiques.

Données individuelles de concentrations enregistrées sur gammares encagés sur le réseau de
surveillance (campagnes AFB-48), pour les 25 peptides quantifiés dans plus de 70% des échantillons.
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Annexe 2 : Liste et détail des annotations fonctionnelles des protéines recherchées pour chaque
espece d’étude.

Palaemon serratus et Palaemon longirostris

o) i /Organe

D (P. serratus)

D (P. longirostris )

nr/IP

KEGG Pathway/GO term

Palaemon /
Hépatopancréas

Pserratus_DN9025_c1_g3_i1.p1
Pserratus_DN7572_c0_g1_il.p1
Pserratus_DN10656_c0_gl_il.p1
Pserratus_DN1498_c0_g1_i4.p1
Pserratus_DN6358_c1_gl_il.pl
Pserratus_DN70045_c0_g1_il.p2

Pserratus_DN8839_c0_g1_i3.p1

Pserratus_DN28968 c0_gl_il.p1

Pserratus_DN4311_c0 g1 il.pl

Pserratus_DN85230_c0_gl_il.p1

Plongirostris_DN8009_c0_g3_il.p1
Plongirostris_DN7183_c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN10031_c1_gl il.p1
Plongirostris_DN78_c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN2815_c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN1377_c0_g1_i2.p2

Plongirostris_DN2981 c1 g1 il.pl

Plongirostris_DN569_c1_gl_i5.p6

Plongirostris_DN31724 c0_gl_il.p1

Plongirostris_DN3358_c0_g1_i2.p1

Aldehyde oxidase/xanthine dehydrogenase-like
Aldehyde oxidase/xanthine dehydrogenase-like
Aldehyde oxidase/xanthine dehydrogenase-like
Beta-glucuronidase-like
Beta-glucuronidase-like
Nucleoside diphosphate kinase

Glutathione S-transferase-like

hematopoietic prostaglandin D synthase-like
Bldehyde dehydrogenase, dimeric NADP-preferring-
like
Bldehyde dehydrogenase, dimeric NADP-preferring-
like

Drug metabolism - other enzymes;
Drug metabolism - cytochrome P450

Drug metabolism - other enzymes

Metabolism of xenobiotics by cytochrome
P450; Drug metabolism - other enzymes; Drug
metabolism - cytochrome P450

Metabolism of xenobiotics by cytochrome
P450;
Drug metabolism - cytochrome P450;
Chloroalkane and chloroalkene degradation

Pserratus_DN1513_c0_g1_il.p1
Pserratus_DN1380_c0_g1_i5.p1
Pserratus_DN2620_c0_g1_i1.p1
Pserratus_DN3222_c0_g1 il.p1

Plongirostris_DN116115_c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN35363_c0_g3_il.p1
Plongirostris_DN11621_c0_gl_il.p1

/

Macroglobulin-like
Alpha-2-macroglobulin-like
Macroglobulin-like
gamma-glutamyltransferase-like

Complement and coagulation cascades

Pserratus_DN1128_c0_g1 i9.p1 Plongirostris_DN971_c0_g1_il.pl Actin

Pserratus_DN7793_c0_g1 il.pl Plongirostris_DN30538_c0_g1_i1.p1 Actin
PserratusiDN232767c0£17|2.p1 Plong!rostr!siDN22427c0£27!4.p1 Ect!n Platelet activation; Leukocyte transendothelial

. Pserratus_DN272_c0_g3_il.p1 Plongirostris_DN3169_c0_g1_il.p1 Actin . N
Palaemon / Hémolymphe - . ) n ) migration

Pserratus_DN35_c0_g1 _il.p1 Plongirostris_DN971_c0_g2_i3.p1 BActin

Pserratus_DN2591_c0_g1_i2.p1 Plongirostris_DN4802_c0_g1_i5.p1 Integrin beta-PS-like
Pserratus_DN11247 c0_g2_il.p1 / actin-like

Platelet activation; IL-17 signaling pathway;

P tus_DN309_c0_g1 _i11.p1 Plongirostris_DN7554_c1 gl i2.p1 Hy tin-like

s Lt Rl TR LY TG Complement and coagulation cascades
Pserratus_DN1641_c0 gl i2.p1 / lectin-like Hematopoietic cell lineage
Pserratus_DN556_c0_g2_il.pl / alpha-actinin sarcomeric-like Leukocyte transendothelial migration
Pserratus_DN7715_c0_g1 i3.p1 / cofilin/actin-depolymerizing factor homolog Fc gamma R-mediated phagocytosis

Palaemon / Branchies

Pserratus_DN911_c0_g3_il.p1

Pserratus_DN437_c0_gl_i4.pl

Pserratus_DN2880_c0_g2_il.p1
Pserratus_DN51473 c0_gl_il.p1
Pserratus_DN94_c0_gl_il.p1
Pserratus_DN4233 c1 g2 i2.p1
Pserratus_DN111973_c0_g1 il.p1
Pserratus_DN1804 c1 gl i10.p1

Pserratus_DN1338_c0_g1_i4.p1

Pserratus_DN457_c0_gl_i4.p1

Gammarus fossarum

Plongirostris_DN279_c0_g2_il1.p1

Plongirostris_DN74_c0_g1_i2.p1

Plongirostris_DN447_c1 gl il.pl

Plongirostris_DN433_c0_g1_il.pl

Plongirostris_DN178_c0_g1_i2.p1

Plongirostris_DN1174_c0_g2_il.p1
Plongirostris_DN102707_c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN1062_c0_g1_il.p1

Plongirostris_DN227_c1_g2_i2.p1
/

Balcium-transporting ATPase
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum type-like
Bodium- and chloride-dependent GABA transporter-
like
E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4-like
Btathmin-like
Clathrin light chain-like
Glucosylceramidase-like
[E-complex protein 1 subunit gamma-like
Serine/threonine-protein kinase OSR1-like
BAMP-dependent protein kinase type |l regulatory
subunit-like
rabl11-family interacting protein-like

Osmoregulation ; water homeostasis

Osmoregulation ; water homeostasis
Osmoregulation ; water homeostasis
Osmoregulation ; water homeostasis
Osmoregulation ; water homeostasis

Osmoregulation ; water homeostasis

Osmoregulation; water homeostasis

Organi /Organe

ProteinelD

Annotation nr/IP

Annotations KEGG Pathway/GO term

G.fossB / Caecum

GFBM_DN110488_c0_g1_il::g.154816::m.154816
GFBM_DN75144_c0_g1_il::g.851303::m.851303

GFBM_DN113180_cO_g1_i2::g.521934::m.521934
GFBM_DN119980_c5_g1_il::g.339948::m.339948
GFBM_DN118844_c0_gl_i2::g.463279::m.463279
GFBM_DN101596_cO_g1_i2::g.253580::m.253580
GFBM_DN118151_c0_g2_il::g.671259::m.671259

Bldehyde dehydrogenase-like

Aldose reductase-related protein-like

Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial-like

Xanthine dehydrogenase/oxidase-like
Carboxylesterase
Xanthine dehydrogenase-like

Chloroalkane and chloroalkene degradation

Caprolactam degradation

Caprolactam degradation; Aminobenzoate degradation

Drug metabolism - other enzymes

GFBM_DN109777_c0_gl_i2
GFBM_DN117325_c0_g1_il1:
GFBM_DN117330_c4_gl_|

. 746927::m. 746927
9889::
.14917::m.14917

.9889

Blutathione S-transferase 1-like
BIDP-glucuronosyl/UDP-glucosyltransferase
UDP-glucuronosyl/UDP-glucosyltransferase

Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450;

Drug metabolism - other enzymes;
Drug metabolism - cytochrome P450

G.fossB / Hémolymphe

GFBM_DN120882_c4_gl_i7

.302215::m.302215

GFBM_DN106701_c0_gl_il ::m.516543
GFBM_DN100087_c0_gl_i2 ::m. 764399
GFBM_DN118952_c0_g3_il m.476665
GFBM_DN112551_c1_g2_| ::m.573473
GFBM_DN120284_c2_g3_i2 ::m.215083
GFBM_DN118080_c0_g1_il::g.1971::m.1971

GFBM_DN116398_c2_g3_
GFBM_DN88039_c0_gl_i
GFBM_DN120348_c0_g2_|

i2

.46357::m.46357

.819692

.39721::m.39721

Alpha-2-macroglobulin-like
Alpha-2-macroglobulin-like
Alpha-2-macroglobulin-like

Actin
Actin
Actin

Complement and coagulation cascades

Platelet activation; Leukocyte transendothelial migration

Actin

Actin

Bctin
Bemocytin-like

Platelet activation; Complement and coagulation cascades

GFBM_DN121054_c5_gl_il::g.721459::m.721459

Beta-1,3-glucan-binding protein precursor

G.fossB / Branchies

GFBM_DN82398_c0_g1_i1::g.80593::m.80593

GFBM_DN117888_c0_gl_i 1153913
GFBM_DN82432_c0_gl_i 1102115
GFBM_DN118869_c5_g2 ::m.45372
GFBM_DN113326_c3_g2_i2::g.224363::m.224363
GFBM_DN113594_c4_g2_i3::g.89565::m.89565

GFBM_DN120756_c0_g3_i1::g.43521::m.43521

[Bcomplex protein 1 subunit gamma-like
[Bcomplex protein 1 subunit gamma-like
Clathrin light chain-like
RBdaptor protein AP-2 complex subunit alpha-like
Protein kinase—like

BAMP-dependent protein kinase catalytic subunit 1-like

Serine/Threonine-protein kinase OSR1-like
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Osmoregulation ; water homeostasis
Osmoregulation ; water homeostasis

Osmoregulation ; water homeostasis



Dreissena polymorpha et Dreissena r. bugensis

O i /Organe

D (D. pol, ha)

D(D.r. is)

Al ion nr/IP

Annotati KEGG y/GO term

Dreissena / Glandes dig

Dp_LOC105340590.2.2:
Dp_LOC105340590.1.2:
Dp_LOC102809579.3.
Dp_LOC105333880.3.8:
Dp_LOC105340488.3.

.453987::m.453987
.22680::m. 22680

27932 .279328
.181063::m. 181063
.419498::m.419498

Dp_LOTGIDRAFT_203490::g.363359::m.363359

Dp_LOC105342066::g.23160::m.23160
Dp_LOC101869038::g.87598::m.87598
Dp_LOC106156945::g.215850::m.215850

Dp_LOC106174241.1.2::.11679::m.11679

Db_LOC105340590.1.3::g.5430::m.5430
Db_LOC105340590.3.3::g.256819::m. 256819
Db_LOC106054059::g.19801::m.19801
Db_LOC105333880.7.7::8.595487::m.595487
Db_L0OC105340488.4.7::g.351317::m.351317

Db_LOTGIDRAFT_203490::¢.417465::m.417465

Db_LOC101856538::¢.621044::m.621044
Db_LOC101869038.2.2::8.544162::m.544162
Db_LOC106156945.1.2::.76385::m.76385

Db_LOC106174241.2.2::g.445665::m.445665

Dihydropyrimidinase-like
Dihydropyrimidinase-like
Glutathione S-transferase-like
Glutathione S-transferase-like
Glutathione S-transferase-like
Bydroxyacyl-CoA dehydrogenase,
mitochondrial-like
Trifunctional enzyme subunit alpha,
mitochondrial-like
Aldehyde dehydrogenase-like
Bldehyde dehydrogenase family 16
member Al-like

Blcohol dehydrogenase class-3-like

Drug metabolism - other enzymes

Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450;
Drug metabolism - other enzymes; Drug
metabolism - cytochrome P450

Caprolactam degradation; Aminobenzoate
degradation

Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450;
Drug metabolism - cytochrome P450;
Chloroalkane and chloroalkene degradation
Naphthalene degradation; Metabolism of
xenobiotics by cytochrome P450; Drug
metabolism - cytochrome P450; Chloroalkane
and chloroalkene degradation

Dreissena / Hémolymphe

TRINITY_DN215561_c0_g3_i6
TRINITY_DN208778_c4_g2 i1l
TRINITY_DN194686_c0_g4_i1
TRINITY_DN220774_c7_g4_i2

TRINITY_DN205441_c5_g15_i1
TRINITY_DN212368 _c1_g6_i6

TRINITY_DN199594_c10_g9_i1
TRINITY_DN192719_c2_g5_i2
TRINITY_DN207483_c0_g4_i1

TRINITY_DN211288_c0_g1 i8

TRINITY_DN205477_c0_gl i1

Db_LOC106612870::¢.588130::m.588130
Db_LOC105333243.1.2::.190723::m.190723
Db_LOC106612870::g.588130::m.588130

/
Db_L0OC105329085.2.3::g.211635::m.211635

/
Db_LOC106051403.4.4::g.354549::m.354549
Db_LOC105334536.3.3::8.535212::m.535212
Db_LOC105341865.1.4::g.82954::m.82954

/

/

Macroglobulin-like
Alpha-2-macroglobulin-like
Macroglobulin-like
Complement C3-like
Bligh mobility group protein B2-like
Alpha-2-macroglobulin-like
Concanavalin A-like lectin/glucanase
Sarcoplasmic calcium-binding protein
ATP-dependent RNA helicase DDX3Y-like
Complement component C4-like
Alpha-macroglobulin, receptor-binding

Complement and coagulation cascades

innate immune response

regulation of innate immune response
positive regulation of inflammatory response
RIG-I-like receptor signaling pathway
complement activation
regulation of inflammatory response

Dreissena / Branchies

TRINITY_DN207134_c2_g1._i3::g.873451::m.873451

TRINITY_DN203049_c2_g3_i3::g.953583::m. 953583

TRINITY_DN214176_c2_g3_i1::g.1091047::m.1091047

TRINITY_DN211570_c1_g2_i2::g.880414::m.880414
.554529::m.554529
.126724::m.126724
2::8.384799::m.384799

TRINITY_DN181093 c1 g2 i

TRINITY_DN218026_c1_g3_i6::8.794724::m.794724

TRINITY_DN199632_c0_g1_i1::g.360986::m.360986

TRINITY_DN206276_c2_g1_i1::g.1110224::m.1110224

Db_LOC101846151.1.4::g.47625::m.47625

Db_LOC106173262.1.5::g.107302::m.107302
Db_LOC105342582::8.481244::m.481244

Db_LOTGIDRAFT_203023.1.2::g.32520::m.32520
Db_1433Z.1.2::8.3025 .302511
Db_LOC101855225.1.2::g.186247::m.186247
Db_LOC106179046::8.214164::m.214164

Db_KAPR.1.2::g.486098::m.486098

Db_LOC106874074.1.2::g.12774::m.12774

Db_LOC105342800::g.349076::m.349076

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
calcium ATPase-like
Annexin
[B-complex protein 1 subunit gamma-like
Bdaptor protein AP-2 complex subunit
alpha-like
[@4-3-3-like protein
Wolframin-like
Clathrin light chain-like
BAMP-dependent protein kinase
regulatory subunit-like
BAMP-dependent protein kinase catalytic
subunit-like
cAMP-dependent protein kinase type I
regulatory subunit-like

Osmoregulation ; water homeostasis

Osmoregulation ; water homeostasis
Osmoregulation ; water homeostasis

Osmoregulation ; water homeostasis

Osmoregulation ; water homeostasis
Osmoregulation ; water homeostasis
Osmoregulation ; water homeostasis

Osmoregulation ; water homeostasis

Gasterosteus aculeatus

Organi /Organe Pre Annotation nr/IP Ar KEGG P. y/GO term
Gasterosteus_DN13358 c0_g1_il.pITrifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial-like Caprolactam degradation; Aminobenzoate degradation
Gasterosteus_DN1722_c0_g2 il.pl Glutaryl-CoA dehydrogenase Xenobiotics biodegradation and metabolism
Gasterosteus_DN183_c1 g1 ill.pl Xanthine dehydrogenase/oxidase-like Drug metabolism - other enzymes
Gasterosteus_DN2314_c0_g1_il.p1 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial-like
Gasterosteus_DN1345_c0_g1 i10.p: Bytochrome P450-like
Gasterosteus_DN14489_c0_g2_i2.p] Complement Clg-like Complement and coagulation cascades
Gasterosteus_DN12002_c0_g1_il.p] NACHT, LRR, and PYD domains-containing protein-like innate immune response
Gasterosteus_DN18312_c0_g2_il.p] Eukaryotic translation initiation factor-like -
Gasterosteus_DN2813_c0_g1_il.p1 Y-box transcription factor-like -
Gasterosteus_DN4514 _c0_g1 _il.pl Proteasome subunit alpha type-5 -
Gasterosteus_DN11408_c0_g1_il.p] Keratin, type |
Gasterosteus_DN10771_c0_g1 il.pl Keratin, type |
Gasterosteus_DN1102_c0_g1 il.p1 Keratin, type |
Gasterosteus_DN7304_c0_g1_il.p1 Bcomplex protein 1 subunit gamma-like
Gasterosteus_DN729_c1_g2_il.pl arcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase-lik
Gasterosteus_DN117_c1_gl_il.pl [®4-3-3-like protein
Gasterosteus_DN22970_c0_g2_il.p] Clathrin light chain A-like
Gasterosteus_DN561_c0_g2_i10.p1 Clathrin light chain B-like

Gasterosteus / Foie

fletabolism of xenobiotics by cytochrome P450; Drug metabolism - cytochrome P45

Gasterosteus / Sang

water homeostasis; osmoregulation

water homeostasis; osmoregulation
water homeostasis; osmoregulation
water homeostasis; osmoregulation
Osmoregulation ; water homeostasis
Osmoregulation; water homeostasis

Gasterosteus / Branchies
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Annexe 3 : Exemple de tableau résultats des analyses (d)MRM pour la branchie de D. r. bugensis.

19/08/2021
Peptide RT shotgun RTMRM  Intensité  Nb transitionCommentaires
GAPEGLLDR 45,717 14,4 7000 3
IDQSILTGESVSILK #N/A /
GAGTDEQAIIGIISQR 95,467 22,7 600 11
LQTQGPEAVIDR 48,867 11,7 2200 4
GVSDLAQHYLIR 72,817 18,3 4500 11
SITGVHQWPYR 46,233 /
LLQNYPPPEDPAVK 57,45 / pic a 13,9 mais trop faible
SGSAVQFQLLHSK 51,7 / pic a 15,5 mais trop faible
NLLSVAYK 60,233 15,9 25000 3]
DSTLIMQLLR 111,283 28,1 23000 8
DNLTLWK #N/A 17,1 270 4
MRM 1
— |ETASAVLEAALEFASR #N/A /
IGENISENEFVK 63,117 /
QGEPGEDFFIILEGSAAVLQR 120,083 / 20,9 pic large peut-étre
HNVQQLLK 23,833 8,4 150 5 trés faible intensité
LTVADALEPINFEDGQEIVR #N/A /
TMAALSK #N/A /
SILLQLK 67,85 18,4 2200 5 ou 11,7
WDHPGQNTAGLDDFER 59,2 /
FSEPHSR 9,417 /
LAVLDVQAFER 93,533 229 500 6
MINIADALYSK 73,633 18 400 5
NILFSGTNIASGK 72,633 18,2 450 4
VGEATETALSVLVEK 90,35 /
EFTLEFSR 78,633 18,9 230 4
GIVIGTGLNTEIGK #N/A /
INFFNTEK #N/A 16,3 320 3 autre pica 13,1-330-4
VTTIHSTTLR #N/A 6,9 240 5
SASEMVLADDNFATIVAAVEEGR #N/A /
VIVITGDNK 35,267 9,5 1000 3]
MRM_2 [LLLALVGQ 110,25 25,2 300 6
GAGTQDSTLIR 30,717 8,3 540 4
MGTDESAFLTVLAVR #N/A 271 230 5
VQIMNLFK #NJA 229 1800 6
ATFEEYVK 50,017 12,3 660 3
DILSSIDR 74,55 17 480 2
EGFMALVMSAK #N/A 24,8 1200 4]
MALEDLLETLK 113,65 30,5 900 4]
NVMQEPFLVPGGGAAEMALAQELNEK #N/A /
EINVQHPAAK 17,217 7.8 420 4
TAIETAILLLR 107,867 27,2 3000 [
ALEVIPR 48,083 12,1 3500 5
MEEEFIEK 45,35 10,9 444 4
EMAEGLSVDIPK 75,083 17,4 270 4
GLAVFISDIR 93,05 22,8 1000 5
VGGYILGEFGNLIAGDPR 111,95 29,6 600 6 gue 2 transitions intenses
ATSPIDHEQVK 17,75 /
LIGFSVSVLEK 95,483 20,3 1500 3
MRM_3 |LLVSGDTIDSVK 65,417 15,5 550 3
NSDVELQQR #N/A /
YITPAEMDANTFFTR 98,633 /
LTNGMPVSIEAGSGFQK 75,083 /
STAYEAAGWFDK #N/A /
SENIMEIDDLIK #N/A /
TLGTGSFGR 36,85 9,2 1800 6
GPGDTSNFDDYEEEPLR HN/A /
NINEYEEQLVTVFGSK H#N/A 25,4 150 4 trés faible intensité
AAISDLR 29,95 7,5 1200 3
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Annexe 4 : Bilan de la recherche de peptides sur organe chez les especes de Palaemon, Dreissena et

Gasterosteus

Palaemon serratus

P. serratus - Hépatopancréas

Annotations KEGG Pathw apiGO term Annotation nrflP Protéine 1D |dent|f‘|eslal.lec |d\ent|f|c.:at|0n e elizeics d.ans Total de pePtldes
forte confiance | & confirmer les deux essais cherchés
Aldehyde cuidasetianthine oo 0o Cpangs_o1_g3 itpl 0 1 3 10
dehydrogenaze-like
Dirug metabalism - ather enzymes; Drug metabolism - cytachrome i i ;
9 Y 9 Y Aldehyde cuidasetianthine |0 o OnreTe_ o0 gt itpd o o 10 10
F450 dehydrogenage-like
Aldehude oxidasetuarchine {0 Srogse_en_gt_itpt ] 2 7 3
dehydrogenase-like
Beta-glucuronidase-like P=erratus_ OM149% c0_gl_it.pl 1 1 T g
Dirug metabolism - other enzymes Beta-glucuronidase-like F=erratus_ OME3I5S_c1_gl_ilpl 1} 1 [ T
Mucleaside diphasphate kinase | Pserratus_OMFO045_c0_gl_ilp2 1 1} 1 2
Metabolism of senobiotics by cytachrome P450; Drug metabolism Glutathior!e .S-transFerase-!ike Perratus ONSE33 o0 g1 i3pl i 0 ! 8
other enzymes; Drug metabolizm - cytochrome P450 hematopoietic prostaglandinD | o ppssges o0 alitpl 5 2 i o
synthase-like - - ==
Metabolism of xenobiokics by cytochrome P450; dii':::ﬁ:g;ﬁg?re?eg:rs_ﬁe P=erratus_COM431_c0_gl_ilpl 1} 3 5 8
Dirug metabolism - cytockhrome P450; Chloroalk ane and fiidehyde deh;dmgenfse
chloroalkene degradation dimetic: MADP-preferring ke F=erratus_OME5230_c0 gl ilpl ] 1 1 1
Toral 23 1 45 82

P. serratus - Branchies

Annotations KEGG . .. Identifiés avec | ldentification & D Total de peptides
Annotation nr /1P Protéine (D X ) dans les deux .
Pathway/G0 term forte confiance confirmer X chercheés
eszais
Calcium-transporting ATPaze .
L . . . Pserratus_DNS11_e0_s£3_ilpl 2 4 3 g
sarcoplazmic/endoplasmic reticulum type-like
Sodium-and chloride-d dent GABA
edium-=snd chionde-gepandsn Pserratus DN437 c0 gl id.pl o 2 1 2
tranzporter-like
E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4-like Pserratus_DN2880_c0_s2_il.pl a 2 4 3
. Stathmin-like Pserratus_DN51473 0 g1 ilpl 1 2 s 3
water homeaostasis;
. Clathrin light chain-like Pzerratus_DN24_c0 gl _il.pl 1) 1] 1 1
osmaoregulation = = 2
Glucosylceramidase-like Pzerratus_DN4233 ¢l g2 j2.pl 1 1 3 2
T-complex protein 1 subunit like Pzerratus_DN1115973 ¢ g1 _il.pl 3 1 3 10
cAMP-dependent protein !:ln.ase typell Psarratus_DN1338_c0_£1_i4pl 3 1 2 6
regulatory subunit-like
Serine/threcnine-protein kinase 05R1-like Pzerratus DN1304 ¢l g1 i10.pl 2 2 [+] 4
rabll-family interacting protein-like Pserratus DN457 o0 =1 i4.pl 1] 0 1 1
Total 15 15 24 od
P. serratus - Hémolymphe
a Identifiés avec forte | Identification & | Non détectés dans Torsl de
Annotations KEGG Pathw ay!GO term Annotation nrllP Protéine ID X ) . peptides
confiance confirmer les deun essais N
cherches
- R & dont 1 doublon avec
Macroglobulin-like Fzerratus_ DOMIBIE_e0_gl_ilpl prot 1380 et 2620 1 L) il
Blphs-2-macroglobulin-iks Peerratus DMI280_el g gp1 | 5000 1;;’3”"'2"8'2"; e 2 3 0
Complement and coagulation cascades 3 dpmttl 3 Elt
. . ont 1 doublon avec
Flacroglobulin-like F=erratus_DORZE20_c0 g1 ilpl prot 1612 et 1280 4 4 ]
gamma-glutamyltransferase-like | Pserratus DM3222_c0 gl ilpl 0 2 g 0
PRt e apoetiey L el PRty Hemacytin-like Peratus_ON309_c0_gl_iflpl 2 3 5 0
Complement and coagulation cascades
4 dont 4 doublons aues 1dont 1 doublon & dont 3 doublons
Actin Fserratus_DM12E_c0_gl_igpl e prok 36 et aves prot 11247, il
P ! 23278 23276, 36, 7792 et 272
2 dont 1 doublon aver: 3 dank 3 doublans
Actin F=erratus_DOR7FI3_c0 gl ilpl [0t 128 et 35 0 avec prot 11247, 5
P 2327535 ot 1128
3 dont 2doublons aves Zdont 1doublon | 6 dont 2 doublons
Actin Pzerratus_OMZ32T76_c0_glizpl (ot 1126 gt 35 aves prot 1128 et aves prot 36,272, 0
P eii] 1247, 7733 et 1128
Flatelet activation; Leukocyte transendathelial 2 daont 2 doublons
migration Actin Pzerratus_OMNZTE c0_g3_ilpl 0 1 aves prot 11247, 3
23276, M28 et 36
4 dont 4 doublons aues 1dont 1 doublon & dont & doublons
Actin Faerratus_ OM35_c0_gl_ilpl B L prot 1128 et | awvec prot 1128, 23278, il
P ! 23278 TT93 11247 et 272
Integrin beta-FE-like Feerratus_ OM2EI_el_gl_i2.pl 2 b 1 b
2 dont 2 doublons
actin-like Pzerratus_OMNU24T_c0_g2_ilpl 0 0 ayec prok 272 et 2
23276
Fc gamma B-mediated phagocytosis cof|I|niact|n-:z£;::‘glg1;nzlng bty Pzerratuz_ OMTTS_c0 gl id.pl 1 2 1 4
Leukocyte transendothelial migration alpha-actinin sarcomeric-like F=erratus_OMNSSE_cO_g2 ilpl 2 1 T 0
Hematopaietic cell lineage F=erratus_OMIG4H_cO_gl_iz.pl Fserratus_ORIEH c0_gl_i2.pl 0 3 2 ]
Total 0 i 46 33
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Palaemon longirostris

P. longirostris - Hépatopancréas

Annotations KEGG Pathw aglGO term Annotation niflP Protéine 1D Identifigés aves Identific.:ation 4 | Nondétectés d:ans Totalde peetides
forte confiance confirmer les deux essais cherchés
o b N Aldebyde oridasefranthine dehydrogenase-like Flongirastris_DMNS009_c0_g3_ilpl a a i i
rug metabolism - other enzymes; - - " - - -
Drug metabalism - sytochrome P50 Aldebmde oridaseftanthine dehydrogenase-like Flongirastris_DMN71E3_c0_gl_il.pl 1 a 8 El
Aldebmde oxidaseftanthine dehydrogenase-like Flongirastris_DMI0031_c1_gl_il.pl a a El El
Beta-glucuronidase-like Flongirostris_DMPE_c0_gl_il.pl a a 9 dont 1doublon El
Dirug metabolizm - other enzymes Beta-glucuronidase-like Flongirestris_DMN2215_c0_gl_ilpl o o & dont 1doublon g
Mucleoside diphosphate kinase Flongirostris_DMI3F7_cl_gl_i2.p2 2 o 1 3
Metabolism of tenobiatics by cytochrome P450;
Dirug mekabolism - other enzymes; Orug metabolism Gilutathione S-transferase-like Flongirastris_DM2381_c1_alilp! T a o T
- cykachrome P450
Mletabolism of enobiatics by cytochrome P450; - . o . . |
Dirug metabolism - cytochrome P450 hematopoietic prostaglandin D synthase-like Flongirostris_DMEES_c1 g i5.pE 4 1 2 T
MMetabolism of senobiotics by cytochrome P450; | 00 4o gy dimeric MADP-preferring-like | Plangi i= DN3724 ol al ol 2 4 0 G
Drrug metabolism - cytochrome P45D; Chloroalkane CHER R s [IEIERILE ongirostiis_ R
d chl Ikene d d ati
S BB A FEE eIy Eldehyde dehydragenase, dimeric NADP-prefering-ike | Plongirastiis DN3358 ol gl i2p1 3 [ i B
Total 19 ] 46 74
P. longirostris - Branchies
. Non détectés
Annotations KEGG X .. Identifiés avec | Identification & Tatal de peptides
Annotation nrfIP Proteine 1D . . dans les deux .
Pathway,/GO term forte confiance confirmer . cherchés
essais
Calcium-transporting .":\TF'ase sarcc.!plasrnicn'endoplasmic Plongiostris_DMZT_o0_g2_l.p1 1 2 & g
reticulum twpe-like
Sodium- and chloride-dependent GABA transporter-like Plongirostris_ONT4_c0_gl_iZ.p1 u] 1 z 3
E3 ubiquitin-protein ligase NEODd-like Plongirastriz_OMNdd7_c1_g1i1.p1 u] u] 4 q
water homeostasis; Stathmin-like Plongirostris_OM433_c0_gl_ilpl u] 1 5 5
csmaregulation Clathrin light chain-like Plongirostris_OMT7S_c0_gli2.p1 i} 0 1 1
Glucosylceramidaze-like Plangirastris_OMT17d_c0_gz_ilp1 2 u] 5] g
T-complex protein 1subunit gamma-like Plongirostris_ON102707_e0_glilpl 2 2 5 9
Serinelthreonine-protein kinase JSR1-ike Plongirostris_OM1062_c0_g1_il. p1 1 1] z 3
cAMP-dependent protein kinaze type llregulatory subunit-like | Plongirostis_ONZ27_c1_gZ_iZ.p1 1 2 4 g
Total 5} g 35 43

P. longirostris - HEmolymphe

Annotations KEGG Pathw aylGO . . ldentifigés auec | |dentification & | MNondétectés dans | Total de peptides
Annotation nrllP Protéine 1D n " : p
rerm farte confiance canfirmer les deux eszais cherchés
Placroglobulin-like Flongirostris_OMUENE_c0_gl_ilpl 1] 1 T g
Complement and coagulation cascades Alpha-2-macroglobulin-like | Plongirostriz_OM3S363_c0_g3_ilpl 1} 2 3 &
Macroglobulin-like Flongirostris OMNEZ1_e0_ql_ilpl 1 E g
Actin Flongirostris DNATL_c0_gl_ilpl 1} & doublons & doublons ]
Actin Flongirostris_DM30538_c0_gl_il.pl o 1doublon 1 2
F"tate'“ ag“‘t-';t:f:"ri L_eu"t'?c!l‘? Actin Plongirastris_DNZ242_c0_g2_id.pl 0 3 doublons 3 dont 1 doublon g
e L D e Bctin Flongirostiz_DMFES_c0_gl_ilpl o 1daublen 1 3
Actin Flongirostris OMAT_c0_gz_iZ.pl 1} 4 doublons & dont & doublons ]
Inteqrin beta-PS-like Flongirostris_ OM3E0E_c0_gl_iGpl 0 1 7 2
Fg”"“ activation; IL-17 signaling pathiesy: Hermaeytin-liks Flongirostris_OM7554_c_gl_izpl o 1 7 8
omplement and coagulation cascades
Total 1 12 40 53
Dreissena polymorpha
D. polymorpha - Glandes digestives
|dentifia Identification & Maon détectés Tatal de
Annotations KEGG Pathw aylGO rerm Annotation niflP Protéine 1D entlies e et |gat|0n # | dansles deus peptides
forte confiance confirmer . .
essais cherchés
Dikhygdropyrimidinase-like E-Fn_quDSCS‘ISDBS?SQDSSD. ELm T daocLlAT:\T;:s 3 q 10
gy etet el = el enegmes e Dp_LOCI05340530.1.2::9.22680:]  3dont 3 p z :
B :m. 22680 doublons
Glutathione S-transferase-like g_P;L;CS?2288085T8' 3.3:927932 5 0 0 [}
Metabolizm of xenobictics by cutochrome P450; —
Drug metabalizm - ather enzymes; Orug metabolism - Glutathione S-transferase-like gp_Lg$J§§333330. 3.8:9. 15108 4 4 1 3
N
Byoehioms P45 Glutathione S-transferaze-like Dp_LOCT05340468. 3.4:9. 41343 5 i i 1
So:m. 4154395
Hydraxyacul-Cod Dp_LOTGIDRAFT_203430:: 9. 36 2 3 5 3
Caprolactam degradation; Aminobenzoate dehydrogenase, mitochondrial-like |3353::m. 363353
degradation Trifunetional enzyme subunit alpha, |Op LOCI0S342066:: 9. 23160:m. 4 2 2 3
mitochondrial-like 23160
Metabolism of senobiotics by cutochrome P450; Aldehyde dehydrogenase-like ngEIS_SDC'ID'IBBSDSB:: g B7558:m. T b4 1 10
Drugmetabalizm - cytachrome P4S0; Chlaraalkane - — —
and chlomalkene degradation Aldehyde Enﬂ::ggi?]:is: family 16 E%_BLSDDC‘IDB‘EBM'S.. g.215850::m. 1 a 2 7
Maphthalene degradation; Metabolism of renobiotics e . .
by cytochrome P450; Drug metabalism - cytochrome Bloohol dehydrﬁfenase class-3 D|:|1_1Ié$§108174241. 1.2:g. 1675:: 0 > 2 4
P450; Chloroalkane and chloroalkene degradation e m
Toral] 33 21 1E il
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D. polymorpha - Branchies

Annotations KEGG _ .. ldentifiés avec | ldentification & Memalizsice Totél de
Annotation nrilP Protéine ID N " dans les deux peptides
Pathw ay!G0O term farte confiance confirmer X p
eszais cherchés
Sarcoplasmictendoplazmic reticulum caleium | TRIMITY_DOMN207124_c2_gl_iZ: 3 3 4 10
ATPaze-like .87 3451 m. 87 3451
. TRIMITY_DMN202049_c2_g3 i3
FRmGHD .0.953583:m. 953583 ¢ 8 v W
. . ) TRIMITY_DM214TE_c2_g3_il:
T-comples protein 1subunit gamma-like 1031047 1091047 2 2 i} 10
) . . TRIMITY_DRMZNSTO_cl_g2_i2:
FAdaptor protein AP-2 compler subunit alpha-like . 350414, 530414 1 B 3 10
) . TRIMITY_DRM213257_c0_g2_i2:
water homeostasis; H-3-like protein .554529:m 554624 z 1 0 3
osmoregulation g TRIMITY_DMI9805E_c0_gl_il:
‘wolframin-lik.e o 1PET245m. 126724 1} 1} E B
- L TRIMITY_DRMIZ033_cl_g2_i2:
Clathrin light chain-like g IE4TATm 384799 1 1} i} 1
cAMP-dependent protein kinaze requlatany TRIMITY_DM212026_c1_g3_i6: 1 1 2 5
subunit-lik e 9.794724:m. 794724
cAMP-dependent protein kinase catalytic subonit- | TRIMITY_OR99632_c0_g1 il 0 o 2 4
like 0. 360386:m. 380936
cAMP-dependent pratein kinase type || requlatory | TRIMITY_DMN20E27E_c2_gl_il: 4 o 0 4
zubunit-like g 1110224:m. 1110224
Toral 27 15 17 B3
D. polymorpha - Hémolymphe
Identific Identification 3 Mon détectés Tatalde
Annotations KEGG Pathw ay!G0 rerm Annotation niflP Protéine 1D Snifies aws STEAUen 3 |y ns les deus peptides
forte confiance confirmer . .
essais cherches
IMacraglobulin-like TRIMITY_OMN218561_c0_q3_i 0 7 3 n
Alpha-2- lobulin-lik: i 0 [ 4 n
Complement and coagulation cascades pha-e-macrogiony .|n i TRIMTY_DN08778_o4 g2 Tt
Complement C3-like TRIMITY_DM194686_c0 g4 il 0 1 4 9
Complement Ci-like TRIMITY_DN220774 o7 g4 i2 2 3 2 i
. . High mobility group protein B2-like | TRIMITY_DMN205441_c5_gi5_il 1 3 1 ]
innate immune response —— -
Alpha-2-macraglobulin-like TRIMITY_DM212368_c1_gf_i6 1 3 1 5
regulation of innate immune response Concanavalin A-ike lectinfglucanase | TRIMITY_DM133534_c10_gd_il E 1 2 ]
positive regulation of inflammatory response Sarcoplasmic calcium-binding protein | TRIMITY_DRM192719_c2 g5 i2 1 3 4 g
FiIG--like receptor signaling pathay ATP-dependent lei:’: helicsse DORSY- | oy Onzo74s3_c0_gd it 1 7 2 10
complement activation Complement component Cé-like TRIMITY_DM21288_c0_gl i 1 3 E 10
requlation of inflammatory respanse Alpha-macroglobulin, receptar-binding | TRIMTY_DM205477 0 gl it 0 3 1 4
Toxal 13 40 30 53
Dreissena r. bugensis
D. r. bugensis - Glandes digestives
o= e o Non détectés Total de
. R = Identifies avec | Identificationa .
Annotations KEGG Pathway /GO term Annotation nrfIP Protéine ID . ) dans les dewsx peptides
forte confiance confirmer ) .
E5s3is cherchas
P " - 54300 Sdont3
Dihydropyrimidinase-like ;}:_;20019534-95 90.1.3::5.5430zm. dou?:?;ns 1] 5 dant 2 doublans 10
Drug metabolism - other enzymes ) — ) Db_LOC105320550.3 32256815 | ddant3 0 = ot 2 dentbl 5
Dihydropyrimidinase-like 256813 doublons on ioublons
] ] Db_LOC106054059::2. 19801 :m.19
Glutathione S-transferase-like 201 z z 1] 4
Metabolizm of xenobiotics by cytochrome P450;
) ] ] Db_LOC105333880.7.7::5.555487
Drug metabolism - other enzymes; Drug Glutathione S-transferase-like 1585437 3 o 3 G
metabolism - cytochrome P450 Dl‘} LDC1;5340433 272351317
Glutathione S-transferaze-like - SE - B o o B
m.351317
Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, Db_LOTGIDRAFT_203490::g.417465 4 3 1 3
Caprolactam degradation; Aminobenzoate mitochondrial-like --m.4174565
degradation Trifunctional enzyme subunit alpha, |Db_LOC101856538:5.621044:m.6 5 3 0 g
mitochondrial-like 21044
Metabolism of xenobiotics by cytochrome Aldehyde dehydrogenase-like Db_LOC101865038.2.2::5 544162 3 2 1 3
Pas0; Drug metabalism - cytechroma PA30; = o n o family 16 255332525155545 1.2:g 76385
Chlaroalkane and chloroalkene degradation Enyce aemy ru‘,ena.se smily - e . 1] 1 7 g
member Al-like m.76385
Maphthalene degradation; Metabaolism of
xenu.biutil:s by cytochrome P450; Drug Alcohalidehydrozenase cinas ke Db_LOC106174241.2.2::5.445665:; 1 > o 3
metabolism - cytochrome P453; Chlorcalkane m. 445665
and chloroalkene degradation
Total| 34 13 20 67
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D. r. bugensis - Branchies

Annotations KEGG . Identifies avec |dentification a LET iR Totall de
Annotation nrfIP Protéine ID ) X dans les deux peptides
Pathway /GO term forte confiance confirmer X .
ezzaiz cherchés
Sarcoplasmic/endoplasmic Db_LOC101846151.1.4::5.47625::m.47 2 2 4 10
reticulum calcium ATPase-like B25
N i Db_LOC106173262.1.5::5.107302::m.1 5 q 7 T
nnexin 07302
T-complex protein 1 subunit Db_LOC105342582:: 481244::m. 4812 5 S 5 3
gamma-like 44
Adaptor protein AP-2 complex Db_LOTGIDRAFT_203023.1.2::2.32520:: . a - T
7 :
subunit alpha-like m.32520
; 14-3-3-like protein Db_1433Z.1.2:.302511::m.302511 2 1 o 2
water homeastasis, Db LOC101855225.1.2::5.186247::m.1
asmaoregulation Walframin-like - e e 1] o 5 5
86247
Clsthrin light chain-like E:_LDC:I.QEJ. 79046::g.214164::m.2141 o 1 2 1
cAMP-dependentproteinkinase o \aop 1 2. 435095::m. 486098 o 1 3 a
regulatory subunit-like
cAMP-dependent protein kinase Db_LOC106874074.1.2::.12774::m.12 a o 3 s
catalytic subunit-like 774
cAMP-dependent protein kinase |Db_LOC105342800::g.345076::m. 3450 2 o 1 4
type |l regulatory subunit-like 76
Total 19 12 27 52
D. r. bugensis - Hémolymphe
Fg e MNon détectes Totalde
. . . Identifies avec | ldentificationa .
Annotations KEGG Pathway /G0 term Annotation nrfIP Protaine ID ) . dans les deux peptides
forte confiance confirmer . .
essais cherches
. Db_LOCI06612870:: 9.588130:m.
Macroglobulin-like e 2 dont 1doublon 1 1 4
Complement and coagulation cascades Alpha-Z-macroglobulin-like Db_1|_8%$;25333243. 12 H7E 1 u] 1 z
m.
. Ob_LOC106612870:: 9. 585130 m.
Macroglobulin-like SEATED 2 dent 1doublon u] 2 4
innate immune response High mokbility group protein B2-like !3_:1_;?5;25323085' 2329 21835 u] 1 4 5
regulation of innate immune response Concanavalin A-like lectiniglucanase ?2‘;50‘1?1038051403'4'4::9' S 1 q L) 3
positive regulation of inflammatary responze | Sarcoplasmic caleium-binding protein Db_LOC105334538. 3.3:0. 535212 3 a 1 q
=m.535212
RIG-Hlke receptar signalingpathway |41 -Poraent FliAheliosse ORI np, | 0C105341865.1.4:0.82354: 0 1 3 0
ke m. 82354
Total 2 7 22 37

Gasterosteus aculeatus

G. aculeatus - Foie

- e o Non détectés .
. . .. Identifies avec Identification a Total de peptides
Annotations KEGG Pathway/G0 term Annotation nrfIP Proteine ID ) ) dans les deux .
forte confiance confirmer ) cherches
essais
Caprolactam de;radatiu.n; Aminobenzoate Trifunl:tiun.al enzvme. sul?unit alpha, Gasterosteus_DN13358_c0 g1 ilp 2 2 N 5
degradation mitochondrial-like
X biotics biodegradati d
Enebletics Bl e,.ra stienan Glutaryl-CoAdehydrogenase Gasterosteus_DN1722 c0_g2 il.pl 1 B 2 g
metabolism
Drug metabolism - other enzymes ¥anthine dehydr e/oxid ik Gasterosteus_DN183_cl g1 _il1l.pl 1 1 o 2
Metabalism of xenabiotics by cytochrome yde dehydroge 12l | Gasterosteus_DN2314 c0_e1 i1.pl r) 3 1 8
P450; Drug metabeolism - cytochrome P450 Jike -
Cytochrome P450-like Gasterosteus DN1345 c0 g1 i10. [s] [s] 2 2
Tm:all 2 12 B 26
G. aculeatus - Branchies
- e Non détectés Toral de
. |dentifiés avec | Identification 3 N
Annotations KEGG Pathway/G0 term Annotation nr/IP Protéine ID . ) dans les deux peptides
forte confiance confirmer .
eszaiz cherchés
Gasterosteus_DN11408_c0 z1_i1.pl 3 1 2 3
Keratin, type | Gasterosteus DN10771 c0 gl il.pl 2 2 0 4
Gasterosteus_DN1102_c0_=1_il.pl 0 1 1 n
. T-complex protein 1 subunit gamma-like Gasterosteus_DN7304_c0_g1 il.pl 4 3 2 9
water hom ; DSMOreg) — - " -
Sary T calcium ATPase-like |Gasterosteus_DN729_c1 g2 i1pl 5 1 ] 3
14-3-3-like protein Gasterosteus_DN117 ¢l gl ilpl 2 1 0 3
Clathrin light chain Alike Gasterosteus_DN22970 c0 g2_il.pl 0 1 ] 1
Clathrin light chain B-like Gasterosteus DNS61 cO g2 i10.p1 Lt} 1 2 i
Total 16 11 5 22
G. aculeatus - Sang
P Identifié Identification 2 Non détecté Total d tich
Annotations KEGG Pathway/G0 term Annotation nrfIP Protéine ID =0 IES_EVEc = |-|:a ens anas == o EDEF,” ==
forte confiance confirmer danz les deux cherchés
Ci | and coagulation cazcade Complement Clg-like Gasterosteus_DN1448% c0 s2_i2.pl 1] 2 1 3
MNACHT, LRR, and P¥D d i
Innate immune response T ,.an . Dljnams— Gasterosteus DN12002 c0 gl il.pl [t} 1 1 2
containing protein-like
Eukaryotic translation initiation N 1 o 2
factor-like Gasterosteus_DN18312_c0_g2 il.pl
- ‘f-boux transcription factor-like Gasterosteus_DN2813_c0 _g1_il.pl 1] 1 1 2
- Proteasome subunit alpha type-5 |Gasterosteus DN4514 c0 g1 i1.p1 2 [1] 1 3
Total] El 5 4 12
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Annexe 5: comparaison des peptides retrouvés entre especes d’'un méme genre : Paleamon et
Dreissene.

Un peptide de couleur verte signifie qu’il a été identifié avec une forte confiance. Un peptide de couleur
orange signifie qu’il est identifié avec une moindre confiance et sera a confirmer. Un peptide de couleur
rose signifie qu’il n'a pas été détecté. Les cases surlignées jaunes fluo correspondent aux peptides
doublons entre protéines. Les mutations dans les peptides sont montrées par une lettre de couleur
rouge. Les peptides surlignés en rouge correspondent a des peptides avec mutations entrainant la
présence d’au moins un miss cleavage au sein de la séquence par une lysine K ou une arginine R, ou

'absence de K ou R en fin de séquence peptidique.

Annexe 5a : comparaison des peptides dans les branchies de P. serratus et P.

longirostris.

P. serratus - branchie

P. longirostris - branchie

Pserratus_DN911_cO_g3_il.p1
Pserratus_DN911_cO_g3_il.p1
Pserratus_DN911_cO_g3_il.p1
Pserratus_DN911_cO_g3_il.p1

ALGIVIGTGLGTAIGK
IDQSILTGESVSVIK
NILFSGTNVAAGK
ISFPVIILDETFK

Plongirostris_DN279_c0_g2_il.p1
Plongirostris_DN279_c0_g2_il.p1
Plongirostris_DN279_c0_g2_il.p1
Plongirostris_DN279_c0_g2_il.p1

proteine peptide proteine peptide
Pserratus_DN911_c0_g3_il.p1 SASEMVLADDNFSSIVAAVEEGR Plongirostris_DN279_c0_g2_il.p1 SASEMVLADDNFSSIVAAVEEGR
Pserratus_DN911_cO_g3_il.p1 EFTLEFSR Plongirostris_DN279_c0_g2_il.p1 EFTLEFSR

ALGIVIGTGLGTAIGK
IDQSILTGESVSVIK
NILFSGTNVAAGK
ISFPVIILDETFK

Pserratus_DN111973_c0_g1 il.pl

TQDEEVGDGTTSVVILAGEMLAVAEQFLQHK

Plongirostris_DN102707_c0_g1 il.p1l

Pserratus_DN911_cO_g3_il.p1 GAPESILDR Plongirostris_DN279_c0_g2_il.p1 GAPESILDR
Pserratus_DN911_c0_g3_il.p1 EFDELSVAEQR Plongirostris_DN279_c0_g2_il.p1 EFDELSVAEQR
Pserratus_DN911 c0_g3_il.p1 TGTLTTNQMSVSR Plongirostris_DN279_c0_g2_il.p1l TGTLTTNQMSVSR
Pserratus_DN111973_c0_g1_il.p1 GVSDLAQHFLVK Plongirostris_DN102707_c0O_g1_il.p1 GVSDLAQHFLVK
Pserratus_DN111973_c0_g1 il.p1 LVLGGGAVEMALSHILQEK Plongirostris_DN102707_c0_g1_il.p1 LVLGGGAVEMALSHILQEK
Pserratus_DN111973_cO_gl_il.p1 TAVETAVLLLR Plongirostris_DN102707_c0_g1 _il.p1 TAVETAVLLLR
Pserratus_DN111973_c0_g1 il.p1 MHPVVIIQAYR Plongirostris_DN102707_c0_g1_il.p1 MHPVVIIQAYR
Pserratus_DN111973_c0O_g1 il.p1 NLQDALGVAR Plongirostris_DN102707_c0_g1 il.p1 NLODALGVAR
Pserratus_DN111973_c0_gl_il.p1 QWPYSALGQALEVIPR Plongirostris_DN102707_c0_g1 i1l.p1 QWPYSALGQALEVIPR
Pserratus_DN111973_c0_g1 il.p1 VQLONINAGK Plongirostris_DN102707_c0_g1_il.p1 VQLQONINAGK
Pserratus_DN111973_c0_g1_i1l.p1 MIADVIR

Pserratus_DN111973_c0_g1 il.p1 EITVQHPAAK Plongirostris_DN102707_c0O_g1_il.p1 EITVQHPAAK

TQDEEVGDGTTSVVILAGEMLAVAEQFLQHK

Pserratus_DN51473_c0_gl il.pl

LSHEEAIR

Plongirostris_DN433_c0_gl il.p1

LSHEEAIR

Pserratus_DN1804_c1 g1 i10.p1
Pserratus_DN1804_c1 g1 i10.p2

YLQSVLLLGGPSIEER
DLIVIAANLDK

Plongirostris_DN1062_c0_g1 il.p1

Pserratus_DN51473_c0_gl_il.p1 AYLNGLR Plongirostris_DN433_c0_g1_il.p1 AYLNGLR
Pserratus_DN51473_c0_gl1 il.p1 SLDEQTLELR Plongirostris_DN433_c0_g1_il.p1 SLDEQTLELR
Pserratus_DN51473_c0O_g1 il.p1 ITDHLNNVDGVR Plongirostris_DN433_c0_g1_il.p1 ITDHLNNVDGVR
Pserratus_DN51473_c0_g1 il.p1 LASVNER Plongirostris_DN433_c0_g1_il.p1 LASVNER
Pserratus_DN51473_c0_g1 il.p1 LVLAEER Plongirostris_DN433_c0_gl1_il.pl LVLAEER
Pserratus_DN1338_c0_g1 i4.p1 LNLADALVPK Plongirostris_DN227 c1_g2_i2.p1 LNLADALVPK
Pserratus_DN1338_c0_g1 i4.p1 SLDNDQIGEVLDAMFER Plongirostris_DN227 c1_g2_i2.p1 SLDNDQIGEVLDAMFER
Pserratus_DN1338 c0_g1_i4.p1  AATIQAVTTGSLWAMDR Plongirostris_DN227 c1_g2_i2.pl AATIQAVTTGSLWAMDR
Pserratus_DN1338 c0_gl_i4.p1  VAFLDVEAFER Plongirostris_DN227 c1_g2_i2.pl VAFLDVEAFER
Pserratus_DN1338_c0_gl1_i4.p1  ANISDIR Plongirostris_DN227_c1_g2_i2.p1 ANISDIR
Pserratus_DN1338_c0_gl1 i4.p1  VTVGGYFGELALVTK Plongirostris_DN227 cl g2 i2.pl VTVGGYFGELALVTK
Pserratus_DN4233_c1 g2 i2.p1  VVIILNR Plongirostris_DN1174_c0_g2_il.p1 VVIILNR
Pserratus_DN4233_c1 g2 i2.pl SYFSESGIEYNLGR Plongirostris_DN1174_c0_g2 _il.pl TYFSDSGIEYNLGR
Pserratus_DN4233_c1_g2 i2.p1  ASLPIEGK Plongirostris_DN1174_c0_g2 il.pl ASLPIEGK
Pserratus_DN4233_c1 g2 i2.p1 FLDGYAANGVK Plongirostris_DN1174_c0_g2 il.pl FLDGYAANGVK
Pserratus_DN4233_cl1 g2 _i2.pl SLQTAVFA Plongirostris_DN1174_c0_g2_il.p1 SLQTAVFA
Pserratus_DN4233_c1 g2 i2.pl SETAVEVR Plongirostris_DN1174_c0_g2 il.pl SETAVEVR
Pserratus_DN4233_c1 g2 i2.pl SVHDFDAEGVGVR Plongirostris_DN1174_c0_g2 il.pl SVHDFDAEGVGIR
Pserratus_DN4233 c1 g2 i2.p1  LELTSLSDPGQLEATAFR Plongirostris DN1174 cO g2 il.p1  LELTSLSDHGQLEATAFR
Pserratus_DN437_c0_g1_i4.p1 DSVVEFWDNK Plongirostris_DN74_c0_gl_i2.p1 DSVVEFWDNK
Pserratus_DN437_c0_g1_i4.p1 GVTLPGASEGIR Plongirostris_DN74_c0_gl_i2.p1 GVTLPGASEGIR
Pserratus_DN437_c0_gl i4.p1 FDNNFIK Plongirostris_DN74_c0_gl_i2.p1 FDNNFIK
Pserratus_DN94 c0_gl il.pl ESDLPESSSYPEPAR Plongirostris_DN178 c0_gl i2.p1l ESDLPESSSYPEPAR
Pserratus_DN2880_c0_g2_il.p1  VFFIDHINK Plongirostris_DN447 c1_gl1_il.pl VFFIDHINK
Pserratus_DN2880_c0_g2 il.p1 DDFLGLVQVPLINLPR Plongirostris_DN447 c1_g1_il.pl DDFLGLVQVPLINLPR
Pserratus_DN2880_c0_g2_il.p1 EFFFLLSK Plongirostris_DN447 c1_gl il.pl EFFFLLSK
Pserratus_DN2880_c0_g2_il.p1 WDEEFIFR Plongirostris_DN447 c1_gl il.pl WDEEFIFR
Pserratus_DN2880_c0_g2 il.p2 FHISVDDNEVSR

Pserratus_DN2880_c0_g2 il.p3 NNILEDAFGIISQVNR

Pserratus_DN457 c0_gl_i4.p1 LPQEIHNK

Pserratus_DN1804_c1 gl i10.p1 DTSEGVASELVAAGLVDGR Plongirostris_DN1062_c0O_gl _il.p1 = DTSEGVASELVAAGLVDGR
Pserratus_DN1804_c1 gl i10.p1 HGVFEEPVIATALR Plongirostris_DN1062_c0_gl_il.p1 = HGVFEEPVIATALR

YLQSVLLLGGPSIEER
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Annexe 5b : comparaison des peptides dans I’hémolymphe de P. serratus et P.
longirostris.

F. serratus - hemolymphe

F. longirostris - hemolymphe

prote ne peptide orotcEn P tide

Pserrabus DMI513 40 g1 1lpl GEILPVE

Poomaus DNISIE 40 gl ilpl NLVELADTEDASFT.AN IDR Flongiroswic DHLLSLLS o0 g1 ilpl | NLVTLADTRDASFTAN DR
Poomaus DNISIE 40 gl ilpl HEVEHEAUTEEGTEVEME FPlongiroswics DNLLSLLS o0 g1 ilpl IHSSEANTEEGTEWERE
Poorraus DMNISIE o0 gl ilpl YHIP EPEASDAFGLTVSAR Plongirostris DHL1S1LS o0 gl ilpl WHIPEEASDAFGITVEAR
Peommaus DMNISIT o0 gl ilpl TFTFP FALIDLTLF PSVE Plongirostic DMLLSL1S o gl ilpl TFTPRFLDLTLP PSVE
Poorratus DHISLE o gl ilpol LLOO0 VTVPSFPTTIE Plongincsiris DMLLELLS 00 gl ilpl LLOOOWTVPSFFTTIE
Peormaus DMNISIT o0 gl ilpl S1IEVETAGYAILABLE Plonigirostic DHLISLLS &0 gl ilpl SEEVETAGTAN A K
Peormaus DMNISIT o0 gl ilpl DS S A PG ADESCE TR LTAFVILE Phongirostic DNLLGL1S 40 gl ilpl HDGEFSAFGN ADESEETWLTAFVILE
Poomaus DNISIE 40 gl ilpl ILTFEESFMDVETE Flongeroswics DHLLSLLS o0 gl ilpl JLTFSSSRADVETE
Peooraus DMISIT o gl ilpl DDSFEFR

Peormaus DNIE0 O gl Gpl GENCGAGEPVPLTATVUISLIESGEPSTEE |Plongincswis DMEZ353 o0 g2 ilpl GGEIVGASSPVPLTATVUSLLES CEPSTSE
Psorraus DMIZED o gl i5pl GEILPVE

Peommaus DNIZED O gl Gpl VLTLEGPFLE

Peommaus DNIZED O gl Gpl 'V NIDATEIN ESGL BHILSFE

Poomaus DNIZED OO gl Spl A5 TWFTPFFIDL TP IPSVE Flonginoswics DRE5362 D g3 ilpl ASITIFTPFTDLTLARSVE
Peomraus DMES] d gl Gol HOFSAVFTVIVIER

Peormaus DNIZED 9O gl Gpl W VTAVEDLGE TLENLEELYR Plongircsiris DRO5362 oD g2 Ilpl  GWWVTAVGDLLGP TLENLGELVR
Poomrduz DHNEEN 9 gl Gopl VIETETELFE Phongircsiis DRES35T 4 g2 ilpl VIETETELFE

Peommaus DNIZE0 OO gl Gol AVELPDTVR

Peomaus DNIZE0 OO gl Gpl 1 SWVFRITLESIDL PV Plonigirosiic DRE536T o g2 ilpl ISV AN TLESDLP VE
Poommaus DNIS cO gl illpl VDR AEFR Flongiroswics DWNT354 cl gl Zpl WVDAaPa

Peorraus DS ol g1 11pl 'S SN IR Phongirosls DRTS5E ol gl Bpl WIS R EVIE
Peormaus DNIS cO gl Mllpl AFSGEPVEASOPLR Plonigirostic DNTESE cl gl 2pl  AFSGPVESASOPIR
Poomrdusz DTS cO gl 11pl WViE DL YYESE Phongircesimis DETS5E ol gl Fpl VEDTL ESE

Peormaus DN c0 gl Mllpl VIPGFYSASLE Plonigirostic DWNTSSS ol gl 2 pl  WVIPEFYSAELIR
Peormaus DN c0 gl Mllpl DVTAVR

Poomaus DNIS cO gl illpl S0 HAFC WVLAHINE Plongiroswic DNT3S4 cl gl Zpl GO HAFCAHNE
Peorraus DS ol g1 11pl SN TOSR Phongirosls DRTS5E ol gl Bpl ISGATOGER

Peormaus DNIS cO gl Mllpl SVEEFGR

Poomrausz DTS c0 gl i1lpl WHBIFAIEWR R Phongircesimis DBTS5 ol gl Fpl WHN FAREWSR
Pserrabus DMIEE 4 g1 Epl EWEL PO WVITHEN ER Plangirasiris DMSTL o) gl ilpl  S¥ELP DS ITHEMER
Pserrabus DMZE 40 g1 @pl AGFAGDDAPR Plangirastris_DMSTL a0 gl ilpl  AGFAGEDOAPE
Pserraus DMIIZE 40 g1 Bpl DL TDVLME Plangirastrs_DNST1 0 g1 ilpl DL TDVLME
Pserrabus DMWUEE o gl Bpl VA PEEHPVILITEAPLNPE Plangirasiris_DMSTL a) g1 ilpl  VAPEEHPVLITEAPLMPE
Pserrabus DM1ZE &0 g1 @pl PP ER Plangirastris DMST1 a0 g1 ilpl WPPER

Psorraus DMIIZE o0 g1 Bpl I'WHHTFYHELR Plongircesirs DRST1 o g1 ilpl I'WHHTFYHELR
Psorraus DMIIZE o0 g1 Bpl HO SV EMIGOE Plongircesirs DRST1 o g1 ilpl O GGG E
Pserrabus DMZE 40 g1 @pl QEVDESEPIVHR Plangirastris_DMSTL a0 g1 ilpl  QEVDESGEPSAER
Pserraus DMIIZE 40 g1 Bpl DSV WEDEAD SE Plangirastrs_DMST1 0 g1 Ilpl  DSVVGEDEADSE
Pecoraius DHIZE o gl Bpl GETTFTITAER Plongirasirs DRST1 o0 g1 ilpl GYTFTTTAER

Pserrabus DM35 0 gl 11.pl SYWELPDEO VITIGH ER Plangirastris_DMSTL 0 g2 Bpl  SYELP DSV ITHEMER
Pserrabus DW3ES 0 gl i1.pl AEFAUEDD APR Plongircsis DMOT1 o g2 3pl SEFAGDDARR

Pserrabus DW3ES 0 gl i1.pl DLTDYLME Plongircsiris DRST1 o0 g2 Epl DL TDYLMIE

Pserrabus DW35 0 gl 11.pl VA PEEHPVILITEAPLNPE Plangirastris_DMSTl a0 g2 Bpl  VAPEEHPVLITEAPLMPE
Psorraus DWES <0 gl 11.pl IlAPPER Plangirass DRST1 o0 g2 Epl lAPP ER

Pserrabus DWES c0 gl 11.pl I'WHHTFYNELR Plongirasis DRST1 o0 g2 Epl IWHHTFYRELR
Pserrabus DM35 0 gl 11.pl HOGVMVGMGIE Plangirastris_DMSTL a0 g2 Bpl  HOGVMVGMGEOE
Pserrabus DM35 0 gl 11.pl TG VDS GOGEWEHTVAEGYALPHALR |Plangirastrs _DNSTL a0 g2 2pl  TTGNVLDEGDGWEHTVPMEGTALPHALR
Pserrabus DW3ES 0 gl i1.pl DEVWSDEAT SE Plongircsiris DRST1 o0 g2 Epl DEVVEDEAOSE
Psorraus DNES <0 gl 11 pl GITFTTTAER Plangirastms DNIT1 40 g2 Epl GVTFTTTAER

Poomratus DNESL o gl Zol FTSFFLK Plongirostis DMHE0Z o gl Bpl  FISPAK

Peommaus DNZEOl OO gl Gpl GEIVGATVIIPE Plonigirostic DREE0Z O gl i5pl GEIVEATSOPE
Poomaus DNZESL OO gl 3ol SHLDLECEFSPN 0GR Flongiroswic DREEOZ O gl Bpl  SHLDLEGEFGPNAGE
Peaormaus DNZESL OO gl Gpl AFD P TLEVILSWVE Plonigirostic DRHE0Z o0 gl iBpl  AFDOLP TLEVISVE
Poomrduz DNES] d gl EZpl LTEEFSEHE Phongirceswis DEEETE 4O gl Spl LTL:EPEEHE

Peommaus DNZEOL OO gl Gol LWISLNEK Plonigirostic DRME0Z o0 gl i5pl  LYSIMER

Poomratus DNESL o gl Zol D P IDEEL 5:55R Plongirosiis DMHE0Z o0 gl 5pl  DNPDEMSGR

Peommaus DNZEOL OO gl ol A ALUDESER Plonigirostis DREEOZ o0 gl i5pl  ALALDSSER

Peerrabus DMNZITS a0 gl [2pl SWELPDE VITIGH ER Plangirastris DMIZ4Z a0 g2 Mupl  SYELRDEOV ITHEMER
Peerrabus DMNZITS a0 gl [2pl AGFAGDD AP

Pserrabus DWZZETS o) gl 2pl PP ER Plangirasiris DHIZ?4Z o) g2 Mpl  IWPPER

Pserrabus DMWZZTS O gl 2pl GESFTTTAER Plangirasiris DMZ24Z 0 g2 Mpl  GYoFTTTAER

Psorraus DMEZTE o gl Epl HO SV GEMGOE

Pserrabus DMWZZTS a0 gl 2pl TTE VDS GOGEVEHTVREGYALPHALR |Plangirastrs DNZZ4Z o0 g2 Mpl  TTGWVLDSGDGWSHTVPMEGTALP HALR
Poomaus DNEITE @ gl Zpl TP BEHEETN WIDDMEE

Poomaus DNEITE @ gl Zpl EITALAPSTIE Flongiroswics DMIZ4Z @ g2 Hpl  EITALAPSTE

Peorraus DMEITES o gl ol D W GDEAD SE

Peormaus DNZITE @O gl @l DL TATLME Plonigirostic DROZ4Z o0 g2 Mol  DLTAWLME
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Pserratus_DN7793_c0_gl_il.pl SYELPDGQVITIGNER Plongirostris_DN30538 c0_gl il.p1 SYELPDGQVITIGNER
Pserratus_DN7793_c0_g1_il.p1 IIAPPER

Pserratus_DN7793_c0_g1_il.p1 DLYANTVLSGGTTMYPGIADR Plongirostris_DN30538_c0_g1_il.p1 DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
Pserratus_DN7793_c0_gl_il.pl QEYDESGPSIVHR

Pserratus_DN7793_c0_g1_il.pl EITALAPSTMK

Pserratus_DN272_c0_g3_il.p1l DLTDYLMK Plongirostris_DN3169_c0_g1_il.p1 DLTDYLMK
Pserratus_DN272_c0_g3_il.p1l GYSFTTTAER Plongirostris_DN3169_c0_gl_il.p1l  GYSFFFAER
Pserratus_DN272_c0_g3_il.pl SGFAGDDAPR Plongirostris_DN3169_c0_gl_il.pl SGFAGDDAPR
Pserratus_DN11247 c0_g2_il.p1 SYELPDGQVITIGNER

Pserratus_DN11247_c0_g2_il.p1 GYSFTTTAER

Pserratus_DN2620_c0_g1_il.pl GEILPVK Plongirostris_DN11621_c0_gl il.p1 GEILPVK

Pserratus_DN2620_c0_g1_il.pl
Pserratus_DN2620_c0_g1_il.pl
Pserratus_DN2620_c0_g1_il.pl
Pserratus_DN2620_c0_g1_il.pl
Pserratus_DN2620_c0_g1_il.pl
Pserratus_DN2620_c0_g1_il.pl
Pserratus_DN2620_c0_g1_il.pl
Pserratus_DN2620_c0_gl_il.pl

SNMAVIEVNLVSGYIPEK
YEVDGSK
VSSDPYTLALK
ISVENYLK
YLDVTQQNTPESAEK
VGEHVLPR
ABEHSASFSR
HEESSEYENVBEPSEGVK

Plongirostris_DN11621_c0_g1_il.p1

Plongirostris_DN11621_c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN11621_c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN11621_c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN11621_c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN11621_c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN11621_c0_gl1 il.p1

SNMAVIEVNLVSGYIPEK

VSSDPYTLALK
ISVENYLK
YLDVTQQNTPESAEK
VGEHVLPR
ADLHSASFSR
LEESSEYEIVDEPSEGVK

Pserratus_DN7715_c0_g1_i3.p1
Pserratus_DN7715_c0_g1_i3.p1
Pserratus_DN7715_c0_gl i3.p1
Pserratus_DN7715_c0_g1_i3.p1

QSLEGIGK
MLYSSSFDALK
VIDVETTGDR
YIIFHIK

Pserratus_DN556_c0_g2_il.p1l
Pserratus_DN556_c0_g2_il.pl
Pserratus_DN556_c0_g2_il.pl
Pserratus_DN556_c0_g2_il.pl
Pserratus_DN556_c0_g2_il.pl
Pserratus_DN556_c0_g2_il.pl
Pserratus_DN556_c0_g2_il.p1
Pserratus_DN556_c0_g2_il.p1
Pserratus_DN556_c0_g2_il.p1
Pserratus_DN556_c0_g2_il.pl

TINEVENQILTR
VGWEQLLTSINR
SVTDIANAWK
GISQEQLTEFR
LAPDEFK
QQDNTLADLQK
LETNFNTLQTK
LTSDLLEWIR
ENVDSDTAEQVIDSFR
SFEDWLLSEMMR

Pserratus_DN1641 c0_gl i2.pl
Pserratus_DN1641 c0_gl i2.pl
Pserratus_DN1641 c0_gl i2.pl
Pserratus_DN1641 c0_gl i2.pl
Pserratus_DN1641 c0_gl i2.pl

IFLDGLK
EGESHTESGINHIER
IMEEAQEEYER
WTLWVGGR
WLWNDGTTLPNFFWSK

Pserratus_DN3222_c0_gl il.pl
Pserratus_DN3222_c0_gl il.pl
Pserratus_DN3222_c0_gl il.pl
Pserratus_DN3222_c0_gl il.pl
Pserratus_DN3222_c0_gl il.pl
Pserratus_DN3222_c0_gl il.pl
Pserratus_DN3222_c0_gl il.pl
Pserratus_DN3222_c0_gl il.pl
Pserratus_DN3222_c0_gl il.pl
Pserratus_DN3222_c0_gl il.pl

TLTLPVK
TVSALLTASSVYYTGAK
SSDYIPLLVEHATIK
IVNSNDDNGVVLGR
ITLYSAAR
TVHISNVAAR
WDGNYEDGSPPTK
VWVGSYPTAQGR
SNQYHVGK
SEHLTYILFNPWNK
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Annexe 5¢ : comparaison des peptides dans I’hépatopancreéas de P. serratus et P.

longirostris.

P. serratus - hepato

probelne peptide

Pserratus DNA02S ol g3 ilpl  IILELALPK

Puerratus DNOOZS ol g ilpl WESWGOPLGLLVTEGR

Pzerratus DNS025 cl ilpl IVSIDPSEALK
TILGH GOV ASPIHESE ATHLVRPS 56K

Paarratus DNOO2S ol g3 ilpl GPAYGALGAVE

P. longirostris - hepato
proteine

Mongirostrs DNS009_dl g3 ilpl
Pongirostris DNS00S_ o) g3 il pl

P-:rli"usl.": DiNS009 ol i.'i ilpl

PMongirostris DNS009_ o0 g3 ilpl

pepitide

MLELALIPK

WEY GOPLGULVTEGR

ISIDPSEA LK
TILGUGDAVAS POAS SCAT D VRPISSEK
GPAYGALGAVE

Pserratus DNO02S o1 g3 ilpl OWYDENGERPLGE Pongirostris DNS009 o 23 ilpl OWVYDENOENPLEK
Pzerratus DN3025 ol g3 ilpl NWTGEPPLVLSFSYWIMALR Plongirostris DNS009 o) g3 ilpl WTGEPPLVLSFSYVIMALR
Pzerratus DNS025 ol 23 ilpl LGGARGSK

Pzerratus DN902S ol g3 ilpl SVIPEISTWNOTADK Plongirostris DNS009 o0 g3 ilpl  SVPELSTWNOTADK
Pzsrratuz DNO02S ol 23 ilpd WUTLUENSPN PG SK Plongirostris DNS00D o) 23 ilnl WTLLENSPNPIGUWNSK
Pzerratus DN7572 o gl ilpl LWENETVILEAWVR Plongirostris DN7183 o0 g1 ilpl INENETVLEAVR
Pzarratus DN7S72 ol gl ilpl  OHILSSAA AV ARR Plongirostris DNT183 o0 g1 ilpl OHILSSAANY AAR
Pzerratus DN7572 o gl ilpl ALADPGYAHLGEIAK Plongirostis DN7183 o0 g1 ilpl [ALTDPGYAHLGEIAK
Pzarratuz DN7572 o gl ilpl TIWGAGDOASEK Pongirostris DN7183 o g1 ilpl  TIWGRLGDOASSK
Pzerratus DN7572 o gl ilpl LLGEEVSPDNHFEDASPEYR Plongirostris DN7183 o0 g1 ilpl IWGEEVSPONHFEDASPEYR
Pzerratus DNT572 o) gl ilpl NWVASDDAIPULR Plongirostris DNT183 o) g1 ilpl  SAGASDOASRLLC

Pzerratus DN7572 ol gl ilpl WAOWAAYALR Plongirostris DN7183 o0 g1 ilpl  WAOWAAYALR

Pzerratus DNTST2 d) gl ilpl  HWINVANYSVR Plongirostris DN7183 o0 g1 ilpl HWOYVANVEVR
Pzerratus DN7572 o gl ilpd ITWSDVHWYSPE Plongirostris DN7183 o0 g1 ilpl  IMVSDV HWYSPE
Pserratus DNTST2 d) gl ilpl WAGOPVGAIVAENR Plongirostris DN7183 o0 g1 ilpl YAGOPYGAIVAENR
Pzerratus DN1498 o) gl idpl SIDGIANFR Plongirostris DN78 o0 g1 ilpl SIDGLANNFR

Peematus DN1498 o) gl idpl THWIFTR PMongirostris DN78 ol gl ilpl THYPTR

Pzerratus DN1498 o) gl idpl AWLGANSER Plongirostris DN78 o0 g1 ilpl WLGAMEFR

Pzerratus DN1498 ol gl idpl NGDLAASSLOMILY MR Plongirostris DN73 o0 g1 ilpl NGEILAASELDNLY MR
Peerratus_ DN1498 d) gl idpl  GVDYPLIVE Plongirostas DN78 ol g1 ilpl GVDYPUVE

Pzerratus DN1498 o) gl idpl DHIGWAWYDR Plongirostris DNTE o0 g1 ilpl DHIGW AWYDR
Pserratus DN1498 o) 21 idpl HEDADIR Plongirostris DN7E o0 g1 ilpl HEDADMR

Peematus DN1498 o) gl idpl  MAGHLUMR PMongirostris DN78 ol gl ilpl I18G HLMAR
Pzsrratuz DN1S9E o gl idpl WWGEWNSTTLTINGY PAYLAR Pongirostris DNTE o0 g1 ilpl VVEWHSTILTINGWPAYLR
Pserratus DNE5230 o0 gl ilpl FOMIFYTGSTGYGK Plongirostris DN3358 o) g1 251 FDVIFYTGSTGW G
Pzsrratus DNE5230 o0 g1 ilpl EVIPSVVPEDK Pongirostris DNIISE o 21 201  EVPSYVPEDK

Pzerratus DNE5230 o0 gl ilpl DADFEILSR Plongirostris DN3358 o0 gl 251  DLOFILSR

Pzsrratuz DNE5230 o0 g1 ilpl IMOERFGPILPILNVE Pongirostris DN3IISE o) g1 251  IMOEEIRGPILPILNVE
Pzerratus DNE5230 o0 gl ilpl DAVDDTRVOK Plongirostris DN3358 o) g1 2p]1  DVODTROYOK
Pzarratuz DNE5230 o0 g1 ilpl MFLEALK Plongirostris DN3ISE o g1 201  MFLEALK

Pserratus DNE5230 o0 gl ilpl YITPTTLELGGK Plongirostris DN3358 o0 gl 251 ATETOIGGK
Pzerratuz DNE5230 o0 g1 ilpl DVINFYNER Plongirostris DN3ISE o0 gl 201 (DAAMNEUNER
Pzarratus DNE5230 o0 g1 ilpl MYWENEE Pongirostris DNIIS8 o) g1 i2p1  WYWVEMEE

Pzerratuz DNE5230 o0 g1 ilpl WVIETIVPE Plongirostris DN3IS8 o) g1 291  WIETIVIPE
Pserratus DNGISE o gl ilpl SIDGHNFR Plongirostris DN281S o gl ilpl SIDGIANFR
Psemratus DWNGESE ol gl ilpl LAAHILR Pongirostris DN281S d g1 ilpl LAAHILR

Pzerratus DNGIEE ol gl ilpdl ITYVGDNLTE Plongirostris DN281S o) g1 ilpl  ITYWGONLTE
Pzerratus DNGISE ol gl ilpl WLGANWYFR Plongirostris DN281S o0 g1 ilpl WAGYMVER

Pzerratus DNGISE o] gl ilpl SPSRUFSEEYOABUR Plongirostris DN2R1S o0 g1 ilpl SPERUPSEEYOABLIR
Pserratus DNG3ISE ¢l gl ilpl HEDADIR Plongirostrisz DM2815 o0 g1 il.pl HEDADIR

Pzerratus DNGISE ol gl ilpl FESAHYSTR Plongirostris DN2RIS o g1 ilpl  FESAHYSTR
Pzerratus DNGISE ol gl ilpl SS0ASADEYFR Plongirostris DN2815S o0 g1 ilpl  S50OASADSYFR
Pzerratus DNGISE ol gl ilpl GTTGHNYE Pongirostris DN2RIS o) g1 ilpl GITGHNYE

Pserratus DN23968 o0 gl ilpl LIYFNLR Pongirostris DN2815 o) g1 ilpl UYFNLR

Pzsrratuz DNZE96R o0 g1 ilpl AWIFAYAGIPYTDER Pongirostris DN2RIS o0 g1 ilpl  WARAYAGIFYTDER
Pzerratus DN2Z3968 o g1 ilpl TLEPALSYINK Plongirostris DN2815 o) g1 ilpl  TIEPALSYINK
Pzarratus DNZE96R o0 g1 ilpl LYAELNOK Pongirostris DN2ZRIS o0 21 ilpl  IYABLNOK
Pzerratus DN23968 o0 gl ilpl ITWADLALGLVLGGIAK Plongirostris DN281S o) gl ilpl IMMADILALSLVIGGIAK
Pzarratus DNZEGE o0 g1 ilpl IOEWIEK Pongirostris DNZRIS o g1 ilpl KOEWIEK

Pserratus DN2Z3968 o0 gl ilpl STIPFGK Plongirostris DN215S o0 g1 ilpl | STIREGK

Pzorratus DNZRIEE ol g1 ilpl LHMMTDES ER Plongirostris DNZRIS o) g1 ilpl LHMKTDEARR
Pzerratus DNE833 o gl idpl  LVILEYV GEQYEEK Plongirostris DN238] ol g1 ilpl  IVIEYWVGEDYEEK
Pzerratuz DNE339 o gl idpl HISNLOPTIEK Plongirostris DN238] ol g1 ilpl  HISNLIPTLE
Pzerratus DNE839 o) gl idpl LLSNILGK Plongirostris DN238] ol g1 ilpl  LLSHILGK

Pzerratuz DNE333 o gl idpl GLEOYIR Plongirostris DN28] ol gl ilpl GLEOYIR

Pserratus DNS839 o) gl idpl FEDUPAIK Plongirostris DN28] ol g1 ilpl FEDLPAIK

Pzerratus DNE833 o) gl idpl FGPPPEYDR Plongirostris DN238] ol g1 ilpl FGPPPEYDR
Pzerratus DNE339 o) gl idpl SUNGPSALK Plongirostris DNZ8] o g1 ilpl SUNGPSAAK
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Pserratus_DN10656_c0_g1_il.p1
Pserratus_DN10656_c0_g1_il.p1
Pserratus_DN10656_c0_g1_il.p1
Pserratus_DN10656_c0_g1_il.p1
Pserratus_DN10656_c0_g1_il.p1
Pserratus_DN10656_c0_g1_il.p1
Pserratus_DN10656_c0_g1_il.p1
Pserratus_DN10656_c0_g1_il.p1
Pserratus_DN10656_c0_g1_il.p1

TNLPSNTAFR
VAAFLNVDSYLVR
MIQVASR
AIGEPPLFLGASVIFSIK
VSLSATGFYR
YSPEGVLLTR
TSIDSFNR
VNTDLQTSYLEFHGPR
LDSPATAER

Plongirostris_DN10031_c1_gl_il.p1
Plongirostris_DN10031_c1_g1 il.pl
Plongirostris_DN10031_c1_g1_il.p1
Plongirostris_DN10031_c1 gl _il.pl
Plongirostris_DN10031_c1_g1_il.p1
Plongirostris_DN10031_c1_g1 il.p1
Plongirostris_DN10031_c1_g1_il.p1
Plongirostris_DN10031_c1_g1_il.p1
Plongirostris_DN10031_c1_gl_ il.p1l

TNLPSNTAFR
IAAFLNVDSYLVR
MIQVASR
AIGEPPLFLGASVIFSIK
VSLSATGFYR
YSPEGVLLTR
TSIDSFNR
VNTDLQTSYLEFHGPR
LDSPATAER

Pserratus_DN4311 cO g1 _il.pl
Pserratus_DN4311_c0 g1 _il.pl
Pserratus_DN4311_c0 g1 il.pl
Pserratus_DN4311_c0_gl_il.pl
Pserratus_DN4311 c0 g1 _il.pl
Pserratus_DN4311_c0 g1 _il.pl
Pserratus_DN4311_c0 g1 _il.pl

WVSPTILVDVSPESK
YQQIVESTR

EVFLSAK

FDYIFYTGSPPVGK
HLTPTTLELGGK

ASYDTFTHR
VMTEEIFGPILPVINVSSAYEAIR

TFIAVKPDGVQR

Pserratus_DN70045_c0_g1_il.p2 NIIHGSDSIESANK
Pserratus_DN70045_c0_g1_il.p2 GLVGEIIK

Plongirostris_DN31724_c0_g1_il.pl
Plongirostris_DN31724 c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN31724 c0_g1_ il.pl
Plongirostris_DN31724 _c0_gl_il.p1l
Plongirostris_DN31724_c0_g1 _il.pl
Plongirostris_DN31724 c0_g1_il.p1
Plongirostris_DN31724 c0_g1_il.p1

Plongirostris_DN1377_c0_g1 _i2.p2

Plongirostris_DN1377_c0_g1 i2.p2

WISPTILVDVSPESK
YQQIVESTR

EVFLSAK

FDYIFYTGSPPVGK
HLTPTTLELGGK

ASYDTFTHR
VHVFEEHFGPHPHNVSSAYEAR

TFIAVKPDGVQR
NIIHGSDSIESANK
GLVGEIIK
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Annexe 5d : comparaison des peptides dans les branchies de D. polymorpha et D. r.

bugensis.

D. polymorpha - branchie D.r.b - branchie

Protéine Peptide Protéine Peptide
TRINITY_DN207134_c2_g1::TRINITY_DN207134_c2_gl1 i3::g.873451::m.873451 GAPEGLLDR Db_LOC101846151.1.4::.47625::m.47625 GAPEGLLDR
TRINITY_DN207134_c2_g1::TRINITY_DN207134_c2_g1_i3::g.873451::m.873451 IDQSILTGESVSVLK Db_LOC101846151.1.4::8.47625::m.47625 IDQSILTGESVSILK
TRINITY_DN207134_c2_g1::TRINITY_DN207134_c2_g1_i3::g.873451::m.873451 NILFSGTNIASGK Db_LOC101846151.1.4::8.47625::m.47625 NILFSGTNIASGK

TRINITY_DN203049_c2_g3::

TRINITY_DN203049_c2_g3_i3::g.953583::m.953583

LQTQGPEAVIDR

Db_LOC106173262.1.

TRINITY_DN207134_c2_g1::TRINITY_DN207134_c2_g1_i3::g.873451::m.873451 VGEATETALSVLVEK Db_LOC101846151.1.4::2.47625::m.47625 VGEATETALSVLVEK
TRINITY_DN207134_c2_g1::TRINITY_DN207134_c2_g1_i3::g.873451::m.873451 EFTLEFSR Db_LOC101846151.1.4::8.47625 EFTLEFSR
TRINITY_DN207134_c2_g1::TRINITY_DN207134_c2_g1_i3::g.873451::m.873451 GVVIGTGLNTEIGK Db_LOC101846151.1.4::8.47625 GIVIGTGLNTEIGK
TRINITY_DN207134_c2_g1::TRINITY_DN207134_c2_g1_i3::g.873451::m.873451 INYYNTEK Db_LOC101846151.1.4::8.47625::m.47625 INFFNTEK
TRINITY_DN207134_c2_g1::TRINITY_DN207134_c2_g1_i3::g.873451::m.873451 LTTIHSTTLR Db_LOC101846151.1.4::8.47625:: VTTIHSTTLR
TRINITY_DN207134_c2_g1::TRINITY_DN207134_c2_g1_i3::g.873451::m.873451 SASEMVLADDNFATIVSAVEEGR Db_LOC101846151.1. SASEMVLADDNFATIVAAVEEGR
TRINITY_DN207134_c2_gl::TRINITY_DN207134 c2 gl i3::g.873451::m.873451 VIVITGDNK Db_LOC101846151.1. VIVITGDNK
TRINITY_DN203049_c2_g3::TRINITY_DN203049_c2_g3_i3::g.953583::m.953583 GAGTDEQAIIGIISQR Db_LOC106173262.1. GAGTDEQAIIGIISQR

LQTQGPEAVIDR

TRINITY_DN195056_cO_g1::
TRINITY_DN195056_cO_g1::

TRINITY_DN195056_c0_g1_i1:
TRINITY_DN195056_c0_g1 i

126724
126724

IGENISENEFVK
LTNGMPVSIEAGSGFQK

Db_LOC101855225.1.
Db_LOC101855225.1.

TRINITY_DN203049_c2_g3::TRINITY_DN203049_c2_g3_i3::.953583::m.953583 LLLALVGQ Db_LOC106173262.1. LLLALVGQ
TRINITY_DN203049_c2_g3::TRINITY_DN203049_c2_g3_i3::¢.953583::m.953583 GAGTQDSTLIR Db_LOC106173262.1. GAGTQDSTLIR
TRINITY_DN203049_c2_g3::TRINITY_DN203049_c2_g3_i3::g.953583::m.953583 LGTDESAFLSVLAIR Db_LOC106173262.1. MGTDESAFLTVLAVR
TRINITY_DN203049_c2_g3::TRINITY_DN203049_c2_g3_i3::g.953583::m.953583 VQIMNMFK Db_LOC106173262.1. VQIMNLFK
TRINITY_DN203049_c2_g3::TRINITY_DN203049_c2_g3_i3::g.953583::m.953583 ATFEEYVK Db_LOC106173262.1. ATFEEYVK
TRINITY_DN203049_c2_g3:: .953583::m.953583 DILSSIDR Db_LOC106173262.1. DILSSIDR
TRINITY_DN203049_c2_g3::TRINITY_DN203049_c2_g3_i3::g.953583::m.953583 AELTPDQWQR Db_LOC106173262.1.
TRINITY_DN203049_c2_g3::TRINITY_DN203049_c2_g3_i3::g.953583::m.953583 DGFMALVMSAK Db_LOC106173262.1. EGFMALVMSAK
TRINITY_DN214176_c2_g3:: .1091047:m.1091047  GVSDLAQHYLIR Db_LOC105342582::¢.481244::m 481244 GVSDLAQHYLIR
TRINITY_DN214176_c2_g3:: x .1091047:m.1091047  AGITAIR

TRINITY_DN214176_c2_g3:TRINITY_DN214176_c2 g3 i1::g.1091047::m.1091047  SITGVHQWPYR Db_LOC105342582::¢.481244::m.481244 SITGVHQWPYR
TRINITY_DN214176_c2_g3::TRINITY_DN214176_c2_g3 i1::¢.1091047::m.1091047  MALEDLLETLK Db_LOC105342582::g.481244::m.481244 MALEDLLETLK
TRINITY_DN214176_c2_g3::TRINITY_DN214176_c2_g3 i1::.1091047::m.1091047  NVMQEPFLVPGGGAAEMALAQALNEK |Db_LOC10534258 NVMQEPFLVPGGGAAEMALAQELNEK
TRINITY_DN214176_c2_g3::TRINITY_DN214176_c2_g3_i1::¢.1091047::m.1091047  EINVQHPAAK Db_LOC105342582: EINVQHPAAK
TRINITY_DN214176_c2_g3::TRINITY_DN214176_c2_g3 i1::g.1091047::m.1091047  TAIETAILLLR Db_LOC105342582: TAIETAILLLR
TRINITY_DN214176_c2_g3::TRINITY_DN214176_c2_g3 i1::g.1091047::m.1091047  ALEVIPR Db_LOC10534258 ALEVIPR
TRINITY_DN214176_c2_g3:: .1091047::m.1091047  MEEEFIEK Db_LOC105342582::¢.481244:: MEEEFIEK
TRINITY_DN214176_c2_g3:: .1091047:m.1091047 __ AIADVIR

TRINITY_DN211570_c1_g2:: x .880414::m.880414 LLONYPPPEDPAVK Db_LOTGIDRAFT_203023.1.2:; LLQNYPPPEDPAVK
TRINITY_DN211570_c1_g2::TRINITY_DN211570_cl_g2_i2::¢.880414::m 880414 SGSAVQFQLLHSK Db_LOTGIDRAFT_203023.1.2:; SGSAVQFQLLHSK
TRINITY_DN211570_c1_g2::TRINITY_DN211570_cl_g2_i2::g.880414::m 880414 EMAEGLSVDIPK Db_LOTGIDRAFT_203023.1. EMAEGLSVDIPK
TRINITY_DN211570_c1_g2::TRINITY_DN211570_cl_g2_i2::¢.880414::m 880414 GLAVFISDIR Db_LOTGIDRAFT_203023.1.2:: GLAVFISDIR
TRINITY_DN211570_c1 _g2:: .880414::m.880414 VGGYILGEFGNLIAGDPR Db_LOTGIDRAFT_203023. VGGYILGEFGNLIAGDPR
TRINITY_DN211570_c1_g2:: .880414::m.880414 ATSPIDHEQVK Db_LOTGIDRAFT_203023.1. ATSPIDHEQVK
TRINITY_DN211570_c1_g2:: .880414::m.880414 LIGFSVSVLEK Db_LOTGIDRAFT_203023.1.2:: LIGFSVSVLEK
TRINITY_DN211570_c1_g2::TRINITY_DN211570_cl_g2_i2::¢.880414::m.880414 LLVSGDTIDSVK Db_LOTGIDRAFT_203023.1. LLVSGDTIDSVK
TRINITY_DN211570_c1_g2::TRINITY_DN211570_c1_g2_i2::¢.880414 NADVELQQR Db_LOTGIDRAFT_203023. NSDVELQQR
TRINITY_DN211570_c1_g2::TRINITY_DN211570_c1_g2_i2::g.880414 YITPAEMDANTFFTR Db_LOTGIDRAFT_203023.1.2: YITPAEMDANTFFTR
TRINITY_DN213857_c0_g2::TRINITY_DN213857_c0_g2_i2::g.554529 NLLSVAYK Db_14337.1.2::.302511::m.302511 NLLSVAYK
TRINITY_DN213857_c0_g2:: 554529, DSTLIMQLLR Db_14332.1. DSTLIMQLLR
TRINITY_DN213857_c0_g2:: 554529, DNLTLWK Db_14337.1.2::.302511::m.302511 DNLTLWK
TRINITY_DN195056_c0_g1:: 1126724: ETASAVGEAALEFASR Db_LOC101855225.1. ETASAVLEAALEFASR

IGENISENEFVK
LTNGMPVSIEAGSGFQK

TRINITY_DN195056_c0_g1::TRINITY_DN195056_c0_g1 il: SAAYEAAGWLEK Db_LOC101855225.1. STAYEAAGWFDK
TRINITY_DN195056_c0_g1::TRINITY_DN195056_c0_g1 il: NMFHTINSAQK Db_LOC101855225.1. s
TRINITY_DN195056_c0_g1::TRINITY_DN195056_c0_g1 il: SGNIMEIDDLIK Db_LOC101855225.1. SENIMEIDDLIK
TRINITY_DN218026_c1_g3::TRINITY_DN218026_c1_g3_i6: QGEPGEDFFIILEGSAAVLQR Db_KAPR.1.2::g.486098::m.486098 QGEPGEDFFIILEGSAAVLQR
TRINITY_DN218026_c1_g3::TRINITY_DN218026_c1_g3 i AATVIAR

TRINITY_DN218026_c1_g3::TRINITY_DN218026_c1_g3_i6: HNVQQLLK Db_KAPR.1.2::.486098 HNVQQLLK
TRINITY_DN218026_c1_g3::TRINITY_DN218026_c1_g3_i6: LTVADALEPVQFEDGQEIVR Db_KAPR.1.2::¢.486098 LTVADALEPINFEDGQEIVR
TRINITY_DN218026_c1_g3::TRINITY_DN218026_c1 g3 i TMAALSK Db_KAPR.1.2::g.486098::m.486098 TMAALSK
TRINITY_DN181093 c1 g2::TRINITY_DN181093 c1 g2 i2. SILLQLK Db_LOC106179046::g.214164::m.214164 SILLQLK
TRINITY_DN199632_cO_g1::TRINITY_DN199632_c0_g1 i1 WDHPGQNTAGLDDFER Db_LOC106874074.1.2::g.12774::m. 12774 WDHPGQNTAGLDDFER
TRINITY_DN199632_c0_g1::TRINITY_DN199632_c0_g1 il: FSEPHSR Db_LOC106874074.1.2::¢.12774::m.12774 FSEPHSR
TRINITY_DN199632_c0_g1::TRINITY_DN199632_c0_g1 il: TLGTGSFGR Db_LOC106874074.1.2::¢.12774::m.12774 TLGTGSFGR
TRINITY_DN199632_c0_g1::TRINITY_DN199632_c0 g i GPGDTSNFDDYEEEPLR Db_LOC106874074.1.2::¢.12774::m.12774 GPGDTSNFDDYEEEPLR
TRINITY_DN206276_c2_gl:: LAVLDVQAFER Db_LOC105342800::g.349076::m.349076 LAVLDVOQAFER
TRINITY_DN206276_c2_gl:: MNIADALYSK Db_LOC105342800::g.349076::m.349076 MNIADALYSK
TRINITY_DN206276_c2_gl:: NINEYEEQLVSIFGSK Db_LOC105342800::g.349076::m. 349076 NINEYEEQLVTVFGSK
TRINITY_DN206276_c2_g1::TRINITY_DN206276_c2_g1 i1::g.1110224:: AAISDLR Db_LOC105342800::g.349076::m.349076 AAISDLR
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Annexe 5e: comparaison des peptides dans I’hémolymphe de D. polymorpha et D. r.

bugensis.

D. polymorpha - hemolymphe

|D. bugensis - hemolymphe

TRINITY_DN215561_cO_g3_i6

DVVVPDAEHPVQVTIK

Db_LOC106612870::g.588130::m.588130

Protéine Peptide Protéine Peptide
TRINITY_DN215561_c0_g3_i6 GHGGQFPAGALLELTSR GFGGPFPAEAVLELSS
TRINITY_DN215561_c0_g3_i6 VTVFNYLONEQTAR Db_LOC106612870::g.588130::m.588130  VTVFNYMNMSMDAR
TRINITY_DN215561_c0_g3_i6 LETYAIAPIEVR Db_LOC106612870::g.588130::m.588130  LETYAIAPIEVR

ITDAAHPVEVTVK

TRINITY_DN215561_c0_g3_i6 GTVIQQNLQOR
TRINITY_DN215561_c0_g3_i6 LTVIGPSGMWVGFNVIDK LAVNGPSGMWVGFNVID
TRINITY_DN215561_cO_g3_i6 TNAVQDSIHR

TRINITY_DN215561_c0_g3_i6 DGASFIEAK

TRINITY_DN215561_cO_g3_i6 SVFSNQDQYTR SMFSSQDKYT
TRINITY_DN215561_cO_g3_i6 YVLAPNVIR Db_LOC106612870::8.588130::m.588130 _ YVLAPNVIR

TRINITY_DN208778_c4_g2_i11IDMFYNR
TRINITY_DN208778_c4_g2_il1TLAYISK
TRINITY_DN208778_c4_g2_i11STQDTVVAMQALAAYSAR
TRINITY_DN208778_c4_g2_i11TTHVNSENSLLOR
TRINITY_DN208778_c4_g2_i11LIQDLPLEAGDSK
TRINITY_DN208778_c4_g2_i11TPEVQNSINR
TRINITY_DN208778_c4_g2_i11FYVTASGR
TRINITY_DN208778_c4_g2_i11GIAGMDSLEK
TRINITY_DN208778_c4_g2_i11VVESDLK
TRINITY_DN208778_c4_g2_i11TMESTHEDSGIK

Db_LOC105333243.1.2::8.190723::m.19072 IEMFYNR

Db_LOC105333243.1.2::g.190723::m.19072 TTQDTVVAMQALATYSAR

TRINITY_DN220774_c7_g4_i2
TRINITY_DN220774_c7_g4_i2
TRINITY_DN220774_c7_g4_i2
TRINITY_DN220774_c7_g4_i2
TRINITY_DN220774_c7_g4_i2
TRINITY_DN220774_c7_g4_i2
TRINITY_DN220774_c7_g4_i2

ALLLLNSDK
VDVEGHPFIR
NAGVTLLISSGTLNK
TDTVVADSSSFYIESDQR
IIYHEHR

TNNIVVEK

IVAFYVDK

TRINITY_DN205441_c5_g15_i1EMTNYVPSSSPTGK
TRINITY_DN205441_c5_g15_iTHPAENVVFAEFTK

Db_LOC105329085.2.3::.211635::m.21163 EMTNYVPSSSPTGK
Db_LOC105329085.2.3::g.211635::m.21163 HPAENVVFAEFTK

TRINITY_DN205441_c5_g15_i1HPEWSVGDIAK
TRINITY_DN205441_c5_g15_i1FEDMAEQDK
TRINITY_DN205441_c5_g15_i1WEAVTDR
TRINITY_DN199594_c10_g9_i1GGFHGHNPWGSGSK
TRINITY_DN199594_c10_g9_i1VPIGSGGFWQK
TRINITY_DN199594_c10_g9_i1HLQYGGWPASGEIDIMESR
TRINITY_DN199594_c10_g9_i1FGEHFLHHGTMDVR
TRINITY_DN199594_c10_g9_ilNEIGATLHWGPSPSQNR
TRINITY_DN199594_c10_g9_i1NGILPPVMSGK
TRINITY_DN199594_c10_g9_i1 WELTHAAR

Db_LOC105329085.2.3::g.211635::m.21163 HPEWSVGDIAK
Db_LOC105329085.2.3::2.211635::m.21163 FEDMAEQDK
Db_LOC105329085.2.3::2.211635::m.21163 WEAVTDR
Db_LOC106051403.4.4::2.354549::m.35454 GGFHGHNPWGSGSK
Db_LOC106051403.4.4::2.354549::m.35454 VPIESGGFWQK
Db_LOC106051403.4.4::8.354549::m.35454 HTQYGGWPASGEIDIMESR
Db_LOC106051403.4.4::8.354549::m.35454 FGEHFLHHGTMDVR
Db_LOC106051403.4.4::8.354549::m.35454 NEIGATLHWGPNPSQNR
Db_LOC106051403.4.4::8.354549::m.35454 NGILPPVMSGK
Db_LOC106051403.4.4::2.354549::m.35454 YELTHAAR

TRINITY_DN199594_c10_g9_i1IPQGDWIWPAIWMLPR
TRINITY_DN199594_c10_g9_i1TDGSFSNSFHLYSLDWTVDHIIVSVDNQEVLR

Db_LOC106051403.4.4::2.354549::m.35454 IPQGDWIWPAIWMLPR
Db_LOC106051403.4.4::8.354549::m.35454 TDGSFSNSFHLYSLDWTVDHIIVSVDNQVVLR

TRINITY_DN211288_c0_gl_i8
TRINITY_DN211288_c0_gl_i8
TRINITY_DN211288_c0_gl_i8
TRINITY_DN211288_c0_gl_i8
TRINITY_DN211288_c0_gl_i8
TRINITY_DN211288_cO_g1_i8
TRINITY_DN211288_c0_gl_i8
TRINITY_DN211288_c0_g1_i8
TRINITY_DN211288_cO_gl_i8
TRINITY_DN211288_c0_gl_i8

SVFSNFHDQYER

VFAFYVNK

HFDTSFFFEEK
HVDGTPAGETDIAVEIYNDIGR
GYPYYMQVYMR
QLLVVSEGIQEK
FGDTSFIQASTDIDTSR
TNNDGHLLTVLNGFNTAVIR
VEFDLPADLVK
EQSGSDDSVTFINAPYK

TRINITY_DN192719_c2_g5_i2
TRINITY_DN192719_c2_g5_i2
TRINITY_DN192719_c2_g5_i2
TRINITY_DN192719_c2_g5_i2
TRINITY_DN192719_c2_g5_i2
TRINITY_DN192719_c2_g5_i2
TRINITY_DN192719_c2_g5_i2
TRINITY_DN192719_c2_g5_i2

SISEDEFLIAFK
AYGHENVALDTK
SLDVNHDGMISFADVEESR
DGLVPLR

WWNEFIFR
FSELHHLDEQK
QVMDNFEK
TGEISESEFVDMLNK

Db_LOC105334536.3.3::
Db_LOC105334536.3.3::

TRINITY_DN207483_c0_g4_il
TRINITY_DN207483_c0_g4_il
TRINITY_DN207483_c0_g4_il
TRINITY_DN207483_c0_g4_il
TRINITY_DN207483_c0_g4_il
TRINITY_DN207483_c0_g4_il
TRINITY_DN207483_c0_g4_il
TRINITY_DN207483_c0_g4_il
TRINITY_DN207483_c0_g4_il
TRINITY_DN207483_c0_g4 il

HIETFDDTEFGEIIR
HVVNFDLPSDIEEYVHR
LYETGPGDAPVSGLPQGGK
HYQSGQNYDVNSR
VGSTSENITQK

GLDIPHVR

ELASQIYDEAR

FLILDEADR
TAAFLVPTLNK
QFPLALVLAPTR

Db_LOC105341865.1.4::2.82954::m.82954
Db_LOC105341865.1.4::8.82954::m.82954
Db_LOC105341865.1.4::8.82954::m.82954
Db_LOC105341865.1.4::2.82954::m.82954
Db_LOC105341865.1.4::2.82954::m.82954
Db_LOC105341865.1.4::2.82954::m.82954
Db_LOC105341865.1.4::2.82954::m.82954
Db_LOC105341865.1.4::2.82954::m.82954
Db_LOC105341865.1.4::2.82954::m.82954
Db_LOC105341865.1.4::8.82954::m.82954

Db_LOC105334536.3.3::8.535212::m.53521 SISEEEFLIAFK
Db_LOC105334536.3.3::8.535212::m.53521 AYGHENVALDTK

SLDVNHDGKITFADVEESR

::m.53521 DGLVPFK
::m.53521 WWNEFIFR

FSELHHLPEEQ

SGEISESDFIKMLSK

HIDTFDDTDFGEIIR
HVVNFDLPSDIEEYVHR
LYDTGPGDAPVNGLPQGGK
HYQSGQNYDVNSR
VGSTSENITQK

GLDIPHVR

ELASQIYDEAR

FLILDEADR

TAAFLVPTLNK
QFPLALVLAPTR

TRINITY_DN212368_c1_g6_i6
TRINITY_DN212368_c1_g6_i6
TRINITY_DN212368_c1_g6_i6
TRINITY_DN212368_c1_g6_i6
TRINITY_DN212368_cl_g6_i6

IDLFYSR
DSAVAYQAVAAFSAR
MLGYLSTR
DGYDNFIDLNPIYSSK
QTGTITEQQK

TRINITY_DN205477_c0_gl_i1
TRINITY_DN205477_c0_gl_i1
TRINITY_DN205477_c0_gl_i1
TRINITY_DN205477_c0_gl_i1

VYDYYNPEK
QYSINPNK
GFIIFYLSK
MASAVVK

TRINITY_DN194686_c0_g4_il
TRINITY_DN194686_c0_g4_il
TRINITY_DN194686_c0_g4_il
TRINITY_DN194686_c0_g4_il
TRINITY_DN194686_c0_g4_il

LETYAISPIDVR
LENEETLLVGILGNGR
VSFEPGSSK
QLAIDLISPTAMTVDR
GQFELPPFPDFGTWTIK

Db_LOC106612870::g.588130::m.588130
Db_LOC106612870::g.588130::m.588130

Db_LOC106612870::2.588130::m.588130
Db_LOC106612870::2.588130::m.588130

LETYAIAPIEVR
LENEETLLVGILGNGK

QLAIELISPTNMTVGR
GEFELPPFPDFGTWTIK
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Annexe 5f : comparaison des peptides dans les glandes digestives de D. polymorpha et

D. r. bugensis.

Dp_LOC101869038::g.87598::m.87598
Dp_LOC101869038::g.87598::m.87598

EAGYPEGVLNVITGYGPTAGAAISR
IYDEFVER

Db_LOC101869038.2.2::g.544162::m.544162
Db_LOC101869038.2.2::g.544162::m.544162

D. polymorpha - glandes digestive D. r. bug - glandes digestive

Protéine Peptide Protéine Peptide
Dp_LOC105342066::g.23160::m.23160 IGLVDHVVEPIGVGIK Db_LOC101856538::g.621044::m.621044 IGLVDHVVEPIGVGLK
Dp_LOC105342066::g.23160::m.23160 ILAPTLSEAVR Db_LOC101856538::g.621044::m.621044 ILAPTLSEAVR
Dp_LOC105342066::g.23160::m.23160 FGGGNINVLR Db_LOC101856538::g. FGGGNINVLR
Dp_LOC105342066::g.23160::m.23160 LLPFQTAMPMMLTGK Db_LOC101856538::g. LLPFATAMPMMLTGK
Dp_LOC105342066::g.23160::m.23160 SANENTMEELER Db_LOC101856538::g. SANENTMEELER
Dp_LOC105342066::g.23160::m.23160 YIDMFASSR Db_LOC101856538 YIDMFASSR
Dp_LOC105342066::g.23160::m.23160 DMVTAGFLGR Db_LOC101856538::g. DMVTAGFLGR
Dp_LOC105342066::g.23160::m.23160 TSQDTAASAVSVGLK Db_LOC101856538::g.621044:: TSQDTAASAVSVGLK
Dp_LOC101869038::g.87598::m.87598 LAEQTPLSGLHIASLFK Db_LOC101869038.2.2::8.544162::m.544162 LAEQTPLSGLHIASLFK

EAGYPEGVLNVITGYGPTAGAAISK
IYDEFVER

Dp_LOC101869038::g.87598::m.87598 ELGEYGMEAYTEVK Db_LOC101869038.2.2::g.544162::m.544162 ELGEYGMEAYTEVK
Dp_LOC101869038::g.87598::m.87598 LFINNEFR Db_LOC101869038.2.2::g.544162::m.544162 LFINNEFR
Dp_LOC101869038::g.87598::m.87598 VTLELGGK Db_LOC101869038.2.2::g.544162::m.544162 VTLELGGK
Dp_LOC101869038::g.87598::m.87598 YGLAAGVVTNDVSR Db_LOC101869038.2.2::g.544162::m.544162 YGLAAGVVTNDVSR
Dp_LOC101869038::g.87598::m.87598 VEQGPQVDEDQMK Db_LOC101869038.2.2::g.544162::m.544162 VEQGPQVDEEQMK
Dp_LOC101869038::g.87598::m.87598 AINVANSLR Db_LOC101869038.2.2::g.544162::m.544162 AINVANSLR
Dp_LOC101869038::g.87598::m.87598 TAEEVIER

Dp_LOC102809579. .279328::m.279328 TVPVLEVDGR

Dp_LOC102809579.3. .279328::m.279328 LYYFDFR

Dp_LOC102809579.3.9::g.279328::m.279328 QITQSMAITR Db_LOC106054059::g.19801::m.19801 QITQSMAITR
Dp_LOC102809579.3. .279328::m. 279328 TTNAPVYFNLVEK Db_LOC106054059::g.19801::m.19801 TTNAPVYFNLVEK
Dp_LOC102809579.3.9::g.279328::m.279328 QAGVDFQDIR

Dp_LOC102809579.3.9::g.279328::m.279328 SGSGFYVGAK Db_LOC106054059::¢.19801::m.19801 SGSGFYVGAK
Dp_LOC102809579.3. .279328::m.279328 GLAELPR

Dp_LOC102809579.3.9::g.279328::m.279328 IYSEQDETK IYSEQDETK

Dp_LOC105340590
Dp_LOC105340590.2

.453987::m.453987
.453987::m.453987

AALAGGTTMIMDFVLDQK
QIGNNLVIPGGAR

Db_LOC106054059::g.19801::m.19801
Db_LOC105340590. 3
Db_LOC105340590.1.

AALAGGTTMIMDFVLDQK
QIGNNLVIPGGAR

Dp_LOC105340590.2.2::g.453987::m. 453987 FVAVTSTNAAK Db_LOC105340590.1.3::g.5430::m.5430 YVAVTSTNAAK
Dp_LOC105340590.2.2::g.453987::m.453987 IAVGSDADIVIWDPK Db_LOC105340590.1.3:: :m. IAVGSDADIVIWDPK
Dp_LOC105340590.2.2::g.453987::m. 453987 TNSIETAPPR Db_LOC105340590.1. NSNDTAPPR
Dp_LOC105340590 453987::m. 453987 LFNIYPQK Db_LOC105340590 LFNIYPQK
Dp_LOC105340590.2.2::g.453987::m.453987 NQQDSSFSFSGDQIDDNQPR Db_LOC105340590.1.3:: 5430 NQQDSSFSFSGDQIDDGQPR
Dp_LOC105340590.2.2::g.453987::m. 453987 SAADMVTR Db_LOC105340590.1.3::g.5430::m.5430 SAADMITR
Dp_LOC105340590.2.2::g.453987::m.453987 VPIHLQSAQSR Db_LOC105340590.1.3::g.5430::m.5430 VPLHLQSAQSR
Dp_LOC105340590.2.2::g.453987::m.453987 MSVIWEK Db_LOC105340590.1.3::g.5430::m.5430 MSVIWEK
Dp_LOC105340590.1.2::g.22680::m. 22680 AALAGGTTMIMDFVLDQK Dp_LOC105340590.1.2::g.22680::m. 22680 AALAGGTTMIMDFVLDQK
FVAVTSTNAAK Dp_LOC105340590.1.2:: ::m. 22680 YVAVTSTNAAK
IAVGSDADIVIWDPK Dp_LOC105340590.1. ::m. 22680 IAVGSDADIVIWDPK
QIGNNLVIPGGAR Dp_LOC105340590.1.2::g. ::m. 22680 QIGNNLVIPGGAR
Dp_LOC105340590.1. SAADMVTR
Dp_LOC105340590.1.2::g.22680::m. 22680 TNSIETAPPR Dp_LOC105340590.1.2::g.22680::m. 22680 NSNDTAPPR
Dp_LOC105340590.1 LFNIYPQK Dp_LOC105340590.1.2::g.22680::m. 22680 LFNIYPQK
Dp_LOC105340590.1.2::g.22680::m. 22680 MSVIWEK Dp_LOC105340590.1.2::g.22680::m. 22680 MSVIWEK
Dp_LOC105340590.1.2::g.22680::m. 22680 VPIHLQSAQSR Dp_LOC105340590.1.2::g.22680::m. 22680 VPLHLQSAQSR
Dp_LOC105340590.1.2::g.22680::m. 22680 IPNGVNGVEDR Dp_LOC105340590.1.2::g.22680::m. 22680 IPNGVNGVEDR
Dp_LOTGIDRAFT_203490::¢.363359:m.363359  SSDLVIEAIVENLEVK Db_LOTGIDRAFT_203490::g.417465::m.417465  SSDLVIEAIVENLAVK
Dp_LOTGIDRAFT_203490::.363359:m.363359  FIIDGWHAK Db_LOTGIDRAFT_203490::g.417465:m.417465  FIIDGWHAK
Dp_LOTGIDRAFT_203490::¢.363359:m.363359  YPNNPLFDPSPLLNK Db_LOTGIDRAFT_203490::¢.417465::m.417465  YPDNPLFAPSPLLNK
Dp_LOTGIDRAFT_203490::.363359:m.363359  LLVPYMMEAVR Db_LOTGIDRAFT_203490::¢.417465::m.417465  LLVPYMMEAVR
Dp_LOTGIDRAFT_203490::g.363359:m.363350  DTPGFIVNR Db_LOTGIDRAFT_203490::.417465::m.417465  DTPGFIVNR
Dp_LOTGIDRAFT_203490::¢.363359:: FGGLHYFNPVPVMK Db_LOTGIDRAFT_203490::¢.417465::m.417465  FGGLHYFNPVPVMK
Dp_LOTGIDRAFT_203490::g.363359: LFASLDK
Dp_LOTGIDRAFT_203490::g.363359:m.363359  GEATPQDVDTAMK Db_LOTGIDRAFT_203490::g.417465::m.417465  GEATPQDVDTANMK
Dp_LOTGIDRAFT_203490::¢.363359:m.363359  VGEGFYK Db_LOTGIDRAFT_203490::g.417465::m.417465  VGEGFYK
Dp_LOC105333880.3.8::g.181063::m. 181063 VTVADFPMYELLDQHIR Db_LOC105333880.7.7::g.595487::m.595487 VTVADFPMYELLDQHIR
Dp_LOC105333880.3.8::¢.181063::m. 181063 ITQSNAILR Db_LOC105333880.7.7::g.595487::m.595487 ITQSNAILR
Dp_LOC105333880.3.8::¢.181063::m. 181063 NLPINNK Db_LOC105333880.7.7::8.595487::m.595487 NLPINNK
Dp_LOC105333880.3.8::g.181063::m. 181063 GSLELFEK
Dp_LOC105333880.3.8::¢.181063::m. 181063 SDSLDSYSR
Dp_LOC105333880 1181063::m. 181063 EVLATDNVK Db_LOC105333880.7.7::8.595487::m.595487 EYLATDWVK
Dp_LOC105333880.3.8::¢.181063::m. 181063 HNLDGESVQEK Db_LOC105333880.7.7::g.595487::m.595487
Dp_LOC105333880.3.8::¢.181063::m. 181063 AEVDMMLDQAMDLR Db_LOC105333880.7.7::g.595487::m.595487 AEVDMMLDQAMDLR
Dp_LOC105333880.3.8::2.181063::m. 181063 NWFGGNK Db_LOC105333880.7.7::8.595487::m.595487 NWFGGNK
Dp_LOC106174241.1.2::¢.11679::m.11679 SVDSVPILVDQYMR Db_LOC106174241.2.2::g.445665::m.445665
Dp_LOC106174241.1.2::g.11679::m. 11679 GTAFGGWK Db_LOC106174241.2.2::8.445665::m.445665 GTAFGGWK
111679::m.11679 ETQGAGVMPNGTSR Db_LOC106174241.2.2::g.445665::m. 445665 ETQGAGVMPNGTAR
.11679::m.11679 AAVAWEAK Db_LOC106174241.2.2::g.445665::m.445665 AAVAWEAK
.419498::m. 419498 TDVVDNHIPR Db_LOC105340488 1351317:m.351317 TDFIENHGPR
.419498::m.419498 FPDVAAHSK Db_LOC105340488.4.7::g.351317::m.351317 FPDVAAHAK
.419498::m.419498 LVFSAAGK Db_LOC105340488.4.7::g.351317::m.351317 LVFGAAGK
.419498::m.419498 NVSAYLAK Db_LOC105340488.4.7::g.351317::m.351317 NVAAYLAK
.419498::m.419498 LGNYISK Db_LOC105340488.4.7::g.351317::m.351317 LGNYVAK
419498 NGFIIGSK Db_LOC105340488 1351317::m.351317 NGFIIGSK

Db_LOC106156945.1.2::g.76385::m.76385
Db_LOC106156945.1.2::¢.76385::m.76385

Dp_LOC106156945::¢.215850::m.215850
Dp_LOC106156945::¢.215850::m.215850

VVAEEIFGPVLVVLPFR
TLSYGPAPEADNVAQAWLDDHER

VVAEEIFGPVLVVLPFR
TLSYGPAPEADNVAQAWLDDHER

Dp_LOC106156945::.215850::m.215850 DADIPIVVR Db_LOC106156945.1.2::g.76385::m.76385 DADVPLVVR
Dp_LOC106156945::g.215850::m.215850 LLVQESVYGR Db_LOC106156945.1.2::g.76385::m.76385 LLVQESVYGR
Dp_LOC106156945::¢.215850::m.215850 LSLELGGK Db_LOC106156945.1.2::¢.76385::m.76385 LSLELGGK
Dp_LOC106156945::.215850::m.215850 EVDLSISR Db_LOC106156945.1.2::g.76385::m.76385 EVDLSISR
Dp_LOC106156945::g.215850::m.215850 NAVEAAHAASPGWGK Db_LOC106156945.1.2:: NAVEAAHAAAPGWGK

Db_LOC106156945.1.2::g.

NPATGQNLATTLOGTNEDVDMAVK
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