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> Plasticité trophique ?

» Sélection des proies ?

> Utilisation de I’habitat ?
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Elargir connaissances
biologiques de
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Echantillonnage qualitatif Echantillonnage quantitatif
(base de donnée ADN) + 90 points / site | campagnes)



ADN dégradé

Couverture taxonomique
ldentification taxonomique des séquences

Elimination des artéfacts :

— Erreur de séquencage
— Erreur de PCR + Mis-tagging
— Contaminations



 ADN dégradé (Choix des amorces)

e Couverture taxonomique (Choix des amorces)

e |dentification taxonomique des séquences
(Bases de données + Méthodes d’assignation)
e Elimination des artéfacts :

(Bonnes pratiques + Témoins + Bioinformatique)
— Erreur de séquencage
— Erreur de PCR + Mis-tagging
— Contaminations



Petite taille
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Petite taille

T T | Marqueur  amplifier
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Informatif

De 2013 a 2015, 2 marqueurs ADN (MF/ZR et ZF/ZR)

m=)> Amplification de 96% des organismes d’intérét
MAIS certaines proies d’intérét mal détectées (Perlidés, Gammares)

=) Développement d’un nouveau marqueur en 2015 : LF/CR



Séquences préexistantes (GenBank + BOLD)

+
Echantillonnage qualitatif
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Elaboration d’une
banque référence
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— ADN proies:
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Cocktail d’amorces

Morphologique | ==) Analyse ADN = ~650bp

Identification |¢=m

BCL adaptée (au modele)




35 excréments Aprons
5 excréments Gobie

2 T+ avec ADN connus
1 Tneg PCR

2 Tneg extraction

2 Tneg paillasse

1 Ttag

3 réplicas
3 couples d’amorces: ZFZR, MinifZR, Rbcl
1 Run MiSeq



1- Extraction plateforme ADN dégradé (2*24)
2- Dosage au Qubit
3- Dilution (max 20ng/ul) et mise en plague des ADN
4- PCR
5- Dép6ts d’un aliquot sur gel d’agarose.
6- Poolage des produits de PCR par réplica
en fonction de I'intensité (3 niveaux)
7- Migration sur gel, découpage de la bande d’intérét et purification
8- Préparation de la banque 9 index (1 par replica)
O- Bioanalyser
10- Cirad dosage qPCR
11- Run Miseq



e De Barba et al (2014) DNA metabarcoding multiplexing
and validation of data accuracy for diet assessment:
application to omnivorous diet. (Mol.Ecol.Res. 14:306-
323)

— Utilisation de réplicas

— Elimination des bruits de faible intensité (LFN: Low
Frequency Noise)

— Elimination des erreurs de séquencage

— Comparison des réplicas

e ObiTools (Boyer et al. 2015)



I

Chironomus riparius

e Echantillons

Dinocras cephalotes + +

— 40 éechantillons de faeces Planorbarius corneus .
d’un |nd|V|dU Eisenia andrei +

* 35 Aprons Gammarus pulex +

* 5 Gobies Hydropsyche instabilis +

— 2 témoins positifs (Tpos) Hydropsyche modesta + +
— 6 témoins négatifs (Tn eg) Oligoneuriella rhenana +
Phoxinus cf phoxinus +

Serratella ignita + +

Velia saulii +

* 3réplicas pour chaque Zingel asper + +

échantillon (3 x 48)
e 3 marqueurs (3x3x48 => 432 PCRs)



* Marqueurs

— LF/CR
— MF/ZR
— ZF/ZR
ZF > - 7F
MF > €
LF — <€—R

M

1 4851 69 COl 207 225



 Merge reads (PEAR, Zhang et al., 2014)

PrimerFW

PrimerRev

\ 4

PrimerFW PrimerREV




e Assign reads to replicate

HTag

N o o B~ WN

13

PrimerFW PrimerREV
/

1 2 3 4 5 6 7 8 11 12

14Mon01 14Mon10 14Ben07 14Cro06 14Crol5 TnegPCR 14Mon01 14Monl10 14Ben07 14Cro06

Mon02 14Deo01 14Ben08 14Cro07 14Crol6 Tposl 14Mon02 14Deo01 14Ben08 14Cro07

14Mon03 14Deo02 14Ben09 14Cro09 14Crol7 Textl 14Mon03 14Deo02 14Ben09 14Cro09
14Mon04 14Deo03 14Ben06 14Crol0 P1 Text2 14Mon04 14Deo03 14Ben06 14Crol0 P1
14Mon05 14Deo04 14Cro01 14Croll P2 Tpos2 14Mon05 14Deo04 14Cro01 14Croll P2
14Mon06 14Ben01 14Cro02 14Crol2 P3 Tpail 14Mon06 14Ben01 14Cro02 14Crol2 P3
14Mon07 14Ben02 14Cro03 14Crol3 P4 Tpai2 14Mon07 14Ben02 14Cro03 14Crol3 P4
14Mon09 14Ben05 14Cro04 14Crol4 PS Ttag 14Mon09 14Ben05 14Cro04 14Crol4 PS5

ZFZR MiniFZR

16 17

14Crol15 Tneg PCR

14Crol16 Tposl

14Crol7 Textl

Text2
Tpos2
Tpail
Tpai2

Ttag



e Assignation des reads aux réplicas
e Elimination des amorces/tags

 Regrouper les reads identiques en variants

— Comptage du nombre de reads de chaque variant
dans chaque réplica

— 28 000 variants = 3 Millions reads



e BLAST variants contre base de données de COI

— Min coverage: 80%
— E-value: 1e-10

— COl db

e 1 séquence per genre de proie potentielle ‘marco-
invertébré’

All COIl sequenced by EGE (macro-invertebrates)
e All COIl sequences in nt NCBI for Rotifera
All COl sequences in nt NCBI for Diatoms (Bacillariophyta)

* 1 sequence per class of Chlorophyta

e 28 000 variants => 27 000



N
— nombre de reads du variant dans le réplica
N
— nombre total des reads dans le réplica
N
— nombre total des reads du variant

réplica-variant

réplica

variant



* LFN

Tpos
_ Nréplica—variant / I\Iréplica < 01001

— Eliminer les variants peu représentés dans le réplica
(contamination, erreurs de séquencage)

* LFN

_ Nréplica—variant <20

— Eliminer les variants peu représentés méme si peu de reads
dans réplica (contamination)

e LFN
_ Nréplica—variant / Nvariant < 010045

— Eliminer les variants peu représentés dans le replica par rapport
aux nombres totaux des reads des variants (Mistagging)

e 3Mreads=>2.3 M
e 27 000 variants => 214

Theg

Taglump



* Eliminer les variants qui ne sont pas présents
dans au moins 2 réplicas de |I'échantillon

e 2.3Mreads =>2.3 M
e 214 variants => 135



1 mismatch

1 mism7/

&

Diminuer les erreurs de séquencage/PCR
r=0,2 (basé sur Tpos)
2,3Mreads=>2,3M

135 variants => 92




Indice de similarité entre 2 réplicas (1,2) de méme échantillon
Pi1 =

Nyariant;replicate;

Nyreplicateq

— Prenkonen,, = Summ(min(pil» piz))

Calcul de p,.i.nen Chaque pair de réplicas

Number of replicate pairs

A Threshold: 0,18

o ool

SR NN R RS R N D
S ASA A N A A N A N AN NN

Renkonen distance

B Sample
B Tpos



Eliminer les réplicas distants des autres réplicas
de I'échantillon (distance de Renkonen)

Eliminer les échantillons avec un seul réplica

Eliminer les variants présents dans un seul
réplica de I'échantillon

92 variants => 89
40 échantillons apron + gobie => 38

Consensus pour chaque réplica



Variants

Read count of each variant

Filter out non-COI

BLAST against a local COI DB

in each replicate is used (COI-filtering-DB)
for filtering
Nr: 3M Nv: 28 000 Nr: 3M Nv: 26 954
| [ — 3
LFN 06 LFN e, LFN.,,
Nvar-repl/NrepI < I-FNpos Nvar-repl < |-FNneg Nvar-repl/Nvar< |-FNTag
Nr: 2,3M Nv: 549 Nr: 2,6M Nv: 530 Nr: 2,7M Nv: 26 954
Vo ' '
All LFN Keep only variants Obiclean

Keep variant in a replicate
if all LFN filters are passed

Nr: 2,3M Nv: 214

present in at least
2 replicates of the sample

Internals eliminated
from each sample

Renkonen distance

Replicates too distant to the

—_
Nr: 2,2M Nv: 92
Nr: 2,3M Nv: 135
v
Keep only variants
present in at least
2 replicates of the sample —_ Consensus over replicates

other two replicates of the
sample are eliminated
Nr: 2,3M Nv: 91

Nr: 2,3M Vn: 89




e Elimination des chimeres
— Tpos.
— Uchime, Uparse
e Détection des pseudogenes

— Par longueur des séquences
— Présence de codon STOP



3 marqueurs par échantillons => séquence

contig
ZF > - 7F
MF > €
LF — <€—R

Contig



BLAST contre BDD locale
— NCBI nt

— BOLD publique

— Séquences privées

Retenir hits, si
— % similarité> 100 a 70%
— Coverture > 90%
— Lorganisme est déterminé au moins au niveau famille

LTG: Lowest Taxonomique Groupe qui contient au moins 90%
des hits

Retenir LTG avec le meilleur % de similarité (si %similarité <
97%, LTG doit étre basé sur au moins 3 taxa)



e SAP + LTG + Assignation manuelle par BOLD
e Siincongruence => analyse phylogénétique + information
biogéographique

Mean IR by sample

R

o]

SAP

I
BOLD LTG
Assignment analysis

FTA




Tout organisme Trichoptéeres Plécopteres

M Espece

W Genre

m Famille
Ordre

m Classe

B Phylum

W Régne

Macroinvertébrés / Vertébrés Ephémeres Diptéres




Rendement des marqueurs

sur les macro-invertébrés / vertébrés

2%

Zf

(N=145 especes)

Lf

27%

DIPTERES

TRICHOPTERES

EPHEMERES

PLECOPTERES

@
@
@
[

Zf

Mf
Lf

2 marqueurs
3 marqueurs



Filtration stringente

4

Séquence précise de chaque proie

4

Nombre des variants d’'une proie d’'un méme
échantillons indique le nombre minimal de
proies consommeées par le prédateur

4

Approche semi-quantitative



B Annelides

B Hydracarides
B Gammares

B Trichoptéres
B Plecoptéres

@ Autre diptéres
B Simulies

@ Chironomes

B Autre éphemeéres
B Caenidae

B Oligoneuridae
W Heptagenidae
B Autre Baetidae
B Baetis
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Excréments 14HenA  Disponibilité
4930 Ind/m?
porg
Morg
14PInA 9246 Ind/m?
porg
Morg

Excréments

14PItA

porg

Morg

15VerA

Disponibilité

7328 Ind/m?

——— 1484 Ind/m?

porg

Morg

O Annelides

@ Hydracarides
M Poisson

B Gammares

@ Coléopteres

B Trichoptéres

B Plecopteres

B Autre diptéres
B Simulies

B Chironomes

O Autre éphemere:
@ Caenidae

E Oligoneuridae
W Heptagenidae
W Autre Baetidae

W Baetis



2
o

Variables

(De Crespin de Billy et al., Journal of Fish Biology 2000)

factor map (PCA)

—

Dominant prey2

o
o

0.1

Dim 2 (18.90%)

0.0

-0.1

-0.2

Heptageniidae

*&ﬁfrgsﬂéﬁga

Hh?é'&g?%?[laa
X orus
Small_Plécaptera
Hydracarin

Large Plecoptera

|
Dominant preyl

Baetfis

Other_Annelida Cheumatopsyche
Teleost Peychomyidse Rare prey
Simuliidae©thers__Trichoptera
Limoniidae

Gammaridae
Chironomidae

:Hydropsyche

-0.3

Secondary prey

I

-0.2 -0.1

0.0 0.1 0.2
Dim 1 (41.78%)

» 2 proies dominantes : Baetis + Heptageniidae

» Proies secondaires : Hydropsyche, Plecoptera, Chironomidae, Gammaridae




Dominant prey2

15VerB
o~
o
=
&
o
&
E o
(] o
15VerA
N
S |

Dominant preyl

15VerC

14PInA

Rare prey

14HenB

-0.4

» 2 patrons spatiaux: 1) Proie dominante 1 (Baetis) + proies secondaires ou rares

Secondary prey |
-0.2 0.0 0.2

Dim 1 (41.78%)

2) Proie dominante 2 (Heptageniidae) dans le Verdon




Dominant prey2

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

apita T Rare prey

15VerC

14HénA

| 14PItB

Dominant

preyl

14PinA

14PInB

14HenB

Secondary prey

N
o _|
T 15Ver
jen]
(o]
©
~
E o
(] o |
15VerA
(9]
@ |
\
-0.4

» 2 patrons spatiaux: 1) Proie dominante 1 (Baetis) + proies secondaires ou rares

2) Proie dominante 2 (Heptageniidae) dans le Verdon

-0.2

[
0.0

0.2

» Variations temporelle : augmentation des proie secondiares en automne
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Lentic habitat

+ small substratum

LowerSub_smaller

UpperSub_diversity

Clogging

Lentic habitat
+ Algae & Plants

+ substratum clogging

Depth

Algae&Plants_dev

§ LowerSub_diversity
Q

| LowerSub_structure

<

UpperSub_bigger

LowerSub_bigger

Lotic habitat

Axis.1 =59.15%

substratum

+ coarse & unclogged




Invertebrates community

Lentic habitat
+ small substratum

= 29.86%

Axis.2

Caenis
Other_Annelida

Other_Baetid
er_Baetidasy

Other_Ephemeroptera
@

Lentic habitat
+ Algae & Plants
+ substratum clogging

Diet of Zingel asper

Gammaridae

Other_invertebrates
Hydracarina o Other_Trichoptera

. 400
@

Small_Plecoptera ) ‘-!ydroptllldae
leoptera P Limoniidae
- 'Lhironomidae Ephemerella
,Heptagenudae fsychomyiidae
arge_Plecoptera @ Baetis_fuscatus
& Lumbricidae
" I
Other_Diptera Cheumatopsyche
. Hydropsyche
Oligoneuriella
®
® Rhyacophila
Baetis_rhodani
®
. @ Philopctamidae
® 100 ® Baetis_lutheri
® 200
. 300 .Epeorus

Simuliidae

Lotic habitat
+ coarse & unclogged substratum

Caenis‘

Other_Annelida g

Small_Plecoptera
[

Other_Ephemeroptera
(]

Gammaridae

Other_invertebrates

i Hydracarina i
Other_Baetldae\. Sg ° C:ther—TrlTOPﬁ{%roptilidae
Coleoptera “ Limoniidae
hironomidae Ephemerella

‘eptageniidae
arge_Plecoptera

'Oligoneuriella

Baetis_rhodani‘

.Epeorus

sychomyiidae
Baetis_fuscatus

° Lumbri.cidae
Other_Diptera  Cheumatopsyche
Hydropsyche
Rhyacophila
o
f’hi!opotamidae
N

Baetis_lutheri

.Simuli'tdae

élection différentielle entre habitats

élection différentielle intra-habitat




Que mange |'apron

» Proies dominates = Ephemeroptera (Baetis + Heptageniidae)
» Proies secondaires (ex: Hydropsyche, Plecoptera, Chironomidae, Gammaridae)
» Sélection positive (ex. Baetis) et négative (ex. Chironomidae)

Ou va-t-il les chercher:

» Habitats lotiques, substrat grossier, non colmaté



Région
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