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Résumé

Les sédiments sont une composante essentielle des écosystémes fluviaux et lacustres et agis-
sent comme récepteurs naturels pour de nombreux contaminants (par ex., métaux, HAP, PCB,
pesticides organochlorés). Le manque de prise en compte du compartiment sédimentaire dans
le cadre des programmes de surveillance peut conduire a des conclusions trop optimistes sur la
qualité des cours d'eau. Il est crucial d'évaluer la qualité de ce compartiment pour déterminer s'il
peut contribuer a la dégradation d'un écosysteme.

Les oligochétes conviennent parfaitement pour I'évaluation in situ de la qualité biologique des
sédiments. En effet, ils sont inféodés a ce compartiment, se déplacent peu et ont comme mode
trophique essentiellement l'ingestion de sédiments fins. De plus, le groupe comprend un grand
nombre d'especes présentant des degrés trés divers de sensibilité a la pollution, et les oligo-
chétes sont généralement abondants dans les sédiments. L'Indice Oligochétes de Bioindication
des Sédiments (IOBS) a été développé spécifiquement pour évaluer la qualité biologique des
sédiments fins/sableux dans les cours d’eau. L'identification morphologique des oligochétes a
I'espéce est cependant difficile et seule une partie des spécimens présents dans un échantillon
peut généralement étre identifiée a I'espéce.

L'utilisation de codes-barres génétiques faciliterait nettement l'identification des oligochétes aqua-
tiques et I'établissement de diagnostics écologiques. Le séquencage a haut débit permet l'ana-
lyse moléculaire d'un grand nombre d'échantillons (par ex. sédiments, mélanges de spécimens
Ou spécimens isolés) en méme temps et a été proposé comme un moyen efficace pour évaluer
la biodiversité dans les programmes de suivi de la qualité des milieux. Dans des projets anté-
rieurs, nous avons d’une part créé une base de données de référence des séquences du code-
barre COI (=cytochrome c oxydase) des oligochétes aquatiques basée sur I'analyse de spéci-
mens collectés en Suisse et d’autre part testé différentes méthodes de metabarcoding ADN(e)
(analyse du sédiment total, sédiments tamisés et mélanges d’oligochétes) ainsi qu’'une méthode
basée sur le séquengage a haut débit de spécimens d’oligochétes marqués génétiguement
(SHDspm). Les résultats obtenus avec cette derniere méthode (notes d’indice, abondances des
especes) ont été trés concordants avec ceux de la méthode traditionnelle.

Les buts principaux du projet OligoGen sont de tester la méthode SHDspm sur 25 nouveaux sites
répartis dans plusieurs cantons suisses, de tenter de la rendre applicable en routine et d’enrichir
la base de données suisse de référence des séquences COI des oligochétes aquatiques. Les
autres buts sont de tester sur une partie de ces sites des méthodes de metabarcoding basés sur
I'analyse de I'éthanol préservant le matériel tamisé (SHDéth) et de mélanges de spécimens d’oli-
gochétes (SHDméI). Pour cette derniere méthode, la méme quantité de tissus entre spécimens
a été incorporée dans chaque mélange.

Des corrélations trés significatives entre les valeurs de I'lOBS calculées avec les données mor-
phologiques et celles calculées avec les données de chacune des trois méthodes génétiques ont
été obtenues. La concordance entre les résultats de la morphologie et ceux des méthodes de
metabarcoding a pu étre améliorée en adaptant pour les données génétiques le calcul de I'indice
IOBS et les limites de classes de qualité. La méthode SHDspm s’est toutefois avérée nettement
plus fiable que les méthodes SHDéth et SHDmél pour estimer les abondances des espeéces,
familles et sous-familles présentes dans les échantillons. Les méthodes SHDéth et SHDmél ont
tendance entre autres a sous-estimer nettement les abondances des Naidinae et des Enchytraei-
dae. La méthode SHDspm présente donc I'avantage de pouvoir permettre de compléter le dia-
gnostic établi sur la base de la seule note de I'indice IOBS en analysant les pourcentages des
différentes especes présentes dans un échantillon. La base de données COI de référence des
oligochétes aquatiques a été enrichie de 78 nouvelles lignées (lignée = espéce), la plupart ayant
été obtenues grace au séquencage a haut débit. La base de données comprend actuellement
184 lignées.




Bien qu’ayant pu étre validée dans le cadre de ce projet, la méthode SHDspm n’a toutefois pas
pu étre adaptée pour les analyses de routine, la méthode d’extraction d’ADN développée pour ce
projet n’ayant pas permis d’obtenir un taux de succes d’amplification (PCR) suffisamment élevé.
Cette méthode telle qu’appliquée dans le cadre de ce projet peut toutefois déja étre utilisée pour
évaluer la qualité biologique des sédiments, mais le co(t de I'analyse par échantillon est élevé.
Les méthodes SHDéth et SHDméI n’ont pas pu étre validées dans le cadre de ce projet en raison
du nombre de données encore peu élevé et surtout du fait que ces méthodes n’ont pas permis
d’estimer correctement les abondances des espéces, sous-familles et familles. Ces biais et en
particulier ceux obtenus avec la méthode SHDméI pourraient en partie étre expliqués par la mé-
thode d’extraction d’ADN utilisée.

Les perspectives sont d’optimiser les étapes d’extraction de ’ADN et d’amplification de ’ADN par
PCR pour permettre I'application de la méthode SHDspm en routine et de continuer I'enrichisse-
ment de la base de données COI de référence. Les méthodes SHDéth et SHDméI nécessiteront
un développement important, incluant le test de ces approches en appliquant quelques autres
méthodes d’extraction de ’ADN que celle utilisée dans le cadre de cette étude et, si les résultats
ne s’'améliorent pas significativement, le test de I'application de facteurs de correction aux
nombres de reads (séquences) obtenus et la mise au point et I'utilisation de primers spécifiques
des oligochetes.




Glossaire

IOBS : Indice oligochétes de bioindication des sédiments

IOBSgen: IOBS génétique

IBCH: Indice suisse de qualité basé sur les communautés de macroinvertébrés benthiques
ID-CH : Indice suisse des diatomées

SHDspm: Séquengage a haut débit de spécimens d’oligochetes marqués génétiquement
SHDéth : Séquengage a haut débit d’échantillons d’éthanol préservant les sédiments tamisés
SHDméI : Séquencage a haut débit de mélanges de spécimens d’oligochétes

Morpho : Morphologie

ADN(e) : ADN environemental

COl : Cytochrome ¢ oxydase

PCR : Polymérase chain reaction

Primer : Amorce

dNTP : Désoxyribonucléotide triphosphate
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1 Introduction

1.1 Problématique des sédiments

Les sédiments sont une composante essentielle des écosystémes fluviaux et lacustres. En effet,
ils jouent un réle important pour de nombreuses especes en tant qu'habitat ou site de nidification,
représentant ainsi un milieu significatif pour la diversité biologique (Héss et al., 2011). Les sédi-
ments remplissent également des fonctions écologiques majeures, dont la plupart sont essen-
tielles au bon fonctionnement des cycles biogéochimiques. Les sédiments agissent également
comme récepteurs naturels pour certains contaminants. Les éléments traces métalliques, les hy-
drocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les polybiphényles chlorés (PCB) ou les pesti-
cides organochlorés (OC) qui ne se trouvent qu'a I'état de traces dans l'eau, sont des exemples
de substances toxiques et hydrophobes qui ont tendance a s'accumuler dans la phase sédimen-
taire (Wang, 1987). Ces substances peuvent atteindre des concentrations suffisantes pour induire
des effets néfastes sur les organismes benthiques et ainsi perturber le bon fonctionnement de
I'écosystéme (Hoss et al., 2011; Gurung et al., 2018). Ces effets peuvent se produire non seule-
ment localement, mais également au niveau de I'hydrosystéme via le transport des sédiments et
la libération de contaminants. Par exemple, des sédiments contaminés peuvent étre remobilisés
lors d'épisodes de hautes eaux (Wolfram et al., 2012). Ainsi, le manque de prise en compte du
compartiment sédimentaire dans le cadre des programmes de surveillance peut conduire a des
conclusions trop optimistes sur la qualité des cours d'eau (Lafont et al., 2010). Il est crucial d'éva-
luer la qualité de ce compartiment pour déterminer s'il peut contribuer a la dégradation d'un éco-
systeme (Casado et al., 2021). Une évaluation compléte de ce compartiment nécessite de com-
biner des tests écotoxicologiques, une évaluation des communautés in situ et des analyses chi-
miques (triade, Chapman, 1990 ; Beauvais et al., 2020 ; Casado et al., 2021).

1.2 Les oligochétes, bioindicateurs de la qualité des sédiments

Les oligochétes conviennent parfaitement pour I'évaluation in situ de la qualité biologique des
sédiments. En effet, ils sontinféodés a ce compartiment, se déplacent peu et leur mode trophique
est essentiellement I'ingestion de sédiments fins. De plus, le groupe comprend un grand nombre
d'espéces présentant des degrés trés divers de sensibilité a la pollution (Rodriguez & Reynold-
son, 2011), et les oligochétes sont généralement abondants dans les sédiments (Vivien et al.,
2020a). Diverses méthodes biologiques basées sur I'analyse des communautés d'oligochétes ont
été proposés pour évaluer la qualité des sédiments fins/sableux dans les cours d'eau, parmi les-
guelles I'Indice Oligochetes de Bioindication des Sédiments (IOBS) (AFNOR, 2016; Vivien et al.,
2020a). Cetindice est avant tout un indicateur des pollutions de type toxique (Vivien et al., 2020a)
et son application permet ainsi de compléter I'information écologique fournie par les autres bioin-
dicateurs (IBCH et DI-CH) (Vivien et al., 2015). Cet indice a été appliqué en routine par le Service
de I'écologie de I'eau du canton de Genéve entre 2010 et 2013 (Vivien et al., 2015; 2020a) et de
maniére ponctuelle par d’autres cantons (Vaud et Valais).

1.3 Identification des oligochétes a I'aide de codes-barres génétiques

L'identification morphologique des oligochétes a I'espéce est cependant difficile et seule une par-
tie des spécimens présents dans un échantillon peut généralement étre identifiée a I'espéce (Vi-
vien et al., 2020a). Ces difficultés liées a l'identification des especes ont empéché une large utili-
sation de cette taxocénose pour le suivi de la qualité biologique des milieux.

L'utilisation de codes-barres génétiques faciliterait nettement l'identification des oligochetes aqua-
tiques et I'établissement de diagnostics écologiques des sédiments (Vivien et al., 2017). Le code-
barres mitochondrial cytochrome ¢ oxydase (COIl) est bien adapté pour l'identification des oligo-
chétes aquatiques et terrestres. Un seuil de divergence génétique de 10% (COI) a été considéré
comme approprié pour distinguer les espéces d'oligochétes aquatiques (e.g. Vivien et al., 2017,




Zhou et al., 2010; Prantoni et al., 2018). Cependant, ce seuil doit étre ajusté pour certaines es-
peces, par ex. celles des genres Nais/Uncinais (Vivien et al., 2017). Une base de données de
référence des séquences COI d'oligochétes aquatiques basée sur I'analyse de spécimens col-
lectés en Suisse est en cours de développement (Vivien et al., 2017; 2020b).

1.4 L’approche « metabarcoding ADN(e) »

Le séquencage a haut débit permet I'analyse moléculaire d'un grand nombre d'échantillons en
méme temps et a été proposé comme un moyen efficace pour évaluer la biodiversité dans les
programmes de suivi de la qualité des milieux (Taberlet et al., 2018; Carew et al., 2013; 2018).
La grande majorité des études utilisant cette technologie pour évaluer la qualité biologique des
écosystémes aquatiques repose sur l'analyse de I'ADN extrait de I'eau, des sédiments ou de
mélanges de spécimens préalablement triés (Vivien et al., 2019). Le principal probléeme de ces
méthodes, appelées metabarcoding ADN(e), est le manque de précision dans l'estimation de
I'abondance de chaque espéce présente dans un échantillon (Vivien et al., 2016; Elbrecht et al.,
2017; Pawlowski et al., 2018). Cela limite leur application pour établir des diagnostics écologiques
car ceux-ci sont largement basés sur le pourcentage de chaque taxon présent dans un échantil-
lon. Néanmoins, certaines études ont montré une bonne congruence entre I'approche metabarco-
ding ADN(e) et les méthodes traditionnelles pour analyser des changements dans les commu-
nautés (e.g. Apothéloz-Perret-Gentil et al., 2021; Keck et al., 2022; Hanfling et al., 2016) et esti-
mer la biomasse des espéces détectées dans ’ADN environemental (ADNe) (Salter et al., 2019;
Schenk et al., 2019). Le recours a des facteurs de correction des nombres de séquences (reads)
pour les espéces dont les abondances sont systématiquement sous- ou surestimées dans les
jeux de données a été suggéré, par ex. pour les oligochétes (Vivien et al., 2016) ou les diatomées
(Vasselon et al. 2018), mais il existe aussi d’autres méthodes pour compenser les éventuels biais
des analyses du metabarcoding ADN(e) (Tsuji et al., 2022 ; Cordier et al., 2021).

1.5 Séquencage a haut-débit de spécimens marqués génétiguement

Le probléme de I'estimation de 'abondance des taxons mentionné ci-dessus pourrait étre résolu
en triant les spécimens d'un échantillon et en marquant génétiquement chacun d’entre eux lors
de I'amplification par PCR, avant d’effectuer le séquengage a haut débit (Shokralla et al., 2014;
2015; Hebert et al., 2018). Cette approche est plus chronophage que les méthodes de meta-
barcoding ADN(e), mais elle optimise la qualité des diagnostics écologiques en fournissant des
données correctes et précises sur les abondances des espéces. Une telle méthode ne serait
praticable pour les analyses de routine que si le nombre de spécimens séquencés par site pouvait
étre limité a environ 50.

1.6 Etudes suisses antérieures sur l'utilisation des codes-barres géné-
tigues pour évaluer la qualité biologigue des sédiments

Une étude réalisée en Suisse a investigué les possibilités d’utiliser le metabarcoding ADN(e), a
travers I'analyse de ’ADN extrait de mélanges de spécimens d’oligochétes, du sédiment total et
des sédiments tamisés pour évaluer la qualité des sédiments a I'aide de la structure des commu-
nautés des oligochétes (Vivien et al., 2019). Cette étude a montré que malgré des différences
significatives de la structure des communautés obtenues avec les données morphologiques et
génétiques en termes de présence/absence des espéces et de pourcentages des especes, les
classes de qualité biologique établies pour chaque site a partir de ces deux types de données
(morphologiques et génétiques) étaient concordantes. Le calcul de I'indice oligochétes a partir
des données génétiques a toutefois di étre adapté pour atténuer I'effet des biais des abondances
des espéces. De plus, I'analyse de I’ADN extrait de spécimens mélangés a permis d’obtenir une
évaluation plus correcte de la biodiversité que I'analyse de 'ADN extrait du sédiment total et des
sédiments tamisés. Dans le cadre du projet Synaqua (Interreg 2017-2019, Lefrancois et al.,
2018), nous avons compareé les résultats du metabarcoding du sédiment total a ceux de I'analyse




morphologique sur des sites de cours d’eau et de lac, et des discordances importantes de la
qualité biologique des sédiments ont été obtenues entre les deux approches, malgré des tenta-
tives d’adaptation du calcul de l'indice aux données génétiques (résultats non publiés).

L’approche basée sur le séquengage a haut débit de spécimens marqués génétiquement a été
appliquée dans le cadre du projet Synaqua pour évaluer la composition des communautés d’oli-
gochetes dans des sédiments de cours d’eau et de lac (Vivien et al., 2020b). Malgré le fait qu'un
nombre restreint de spécimens ont été séquencés par site (33 et 66), les diagnostics écologiques
obtenus avec les données morphologique et génétiques étaient similaires. Mais I'approche telle
gu’appliquée dans le cadre de ce projet n’était pas applicable en routine et nécessitait des adap-
tations telles que le raccourcissement de la durée de I'extraction de ’ADN.

1.7 Projet OligoGen

Le projet OligoGen a pour but principal d’acquérir de nouvelles données sur la comparaison entre
les résultats de la méthode morphologique classique (Morpho) et de celle basée sur le séquen-
¢age a haut débit de spécimens d’oligochétes marqués génétiquement (SHDspm), de tenter de
rendre cette méthode génétique applicable en routine, et d’enrichir la base de données de réfé-
rence suisse des séquences COI des oligochétes aquatiques.

Les autres objectifs du projet sont de continuer a tester des méthodes de metabarcoding DNA(e),
incluant I'analyse de '’ADN extrait de mélanges de spécimens d’oligochetes (SHDméI) et de
I’éthanol préservant les sédiments tamisés (SHDéth). En complément, une expérimentation a été
réalisée au laboratoire pour tester la méthode de metabarcoding ADNe sur de I'eau porale récu-
pérée apres exposition d’oligochétes dans des aquariums contenant du sédiment (présentation
de l'approche et des résultats uniquement en Annexe 1 et Annexe 2 Tab. 1).




2 Matériel et méthodes

2.1 Sites et répartition des analyses

Au total, 25 sites ont été échantillonnés dans 8 cantons différents (Vaud, Genéve, Neuchatel,
Berne, Fribourg, Soleure, Argovie et Schaffhouse) entre février 2021 et février 2022 (Tab. 1:).
L’analyse morphologique (Morpho) et le séquencage a haut débit de spécimens marqués
(SHDspm) ont été effectuées sur tous les sites, alors que le séquengage a haut débit de I'éthanol
(SHDéth) a été effectué sur 18 sites et le séquencage a haut débit de mélanges de spécimens
(SHDméI) sur 9 sites. A noter que toutes les analyses ont été effectuées en réplicat unique, sauf
le SHDméI. Pour cette derniere analyse, deux fois 50 spécimens ont été analysés sur huit sites

et une fois 50 spécimens sur un site (site Source, cours d’eau Tiniére).

Tab. 1: Détail de I'échantillonnage des 25 sites d’OligoGen
Site Cours d’eau Abrév. site Date eﬁg;‘g“”on_ Coordonnées
Source Benenté (VD) BEN** 16/02/2021 540702 159720
embouchure Boiron (VD) BOI** 16/02/2021 526179 149801
UNIL Chamberonne (VD) UNIL*** 25/02/2021 534341 152706
Source Tiniére (VD) TIN*** 25/02/2021 563990 140171
Source Dou (BE) Dou** 31/03/2021 569841 224114
Source Eaux-Chaudes (GE) ECH** 30/03/2021 489371 116732
Source Graben (BE) Grabe*** 31/03/2021 574706 225325
Source Fleurier (NE) Fle*** 31/03/2021 534367 193701
NAWA_ SH 145 Landgrabe (SH) Land*** 11/05/2021 674870 279824
NAWA BE_902 Urtenen (BE) Urtrs 07/06/2021 607585 212703
NAWA_AG_137 Méhlinbach (AG) MOH*** 07/06/2021 632608 265780
NAWA BE_138 Chrimlisbach (BE) Chrum#*** 07/06/2021 605391 219158
Spez 017 Ballmoosbach (BE) Spezl7*** 09/02/2022 603217 210481
Spez 018 Kanal Burgermoos (BE) Spez18** 28/02/2022 580316 210009
Spez 019 Richigenbach Spezl19** 09/02/2022 610773 196500
Spez 027 Le Bainoz (FR) SPO27** 09/02/2022 552124 183577
Spez 052 Le Seyon (NE) SSDE;;* 28/02/2022 561900 211400
BDM_626235 | Dorfbach/ ﬁaclhz’)’seo'isac"erka' soL* 09/02/2022 625981 235628
EPFL1 Sorge (VD) EPF1* 13/08/2021 2'533'875 1'153'020
Taulard Pétause (VD) TAUL* 05/07/2021 2'535'345 1'157'176
Dorigny Mébre (VD) DORI* 12/08/2021 2'537'983 1'158'932
EPFL2 Sorge (VD) EPF2* 06/09/2021 2'533'113 1'152'951
Lavaux Pétause (VD) LAV* 05/07/2021 2'533'740 1'159'024
Mau-Paccot Mébre (VD) MPA* 12/07/2021 2'536'027 1'159'239
Cugy Mébre (VD) Cugy* 12/07/2021 2'537'983 1'158'932
* sites pour lesquels seuls I'analyse Morpho et le SHDspm ont été effectués
*x sites pour lesquels seuls I'analyse Morpho, le SHDspm et le SHDéth ont été effectués
ok sites pour lesquels I'analyse Morpho, le SHDspm, le SHDéth et le SHDmél ont été effectués

Pour pouvoir rendre la méthode SHDspm applicable en routine, nous avons testé sur quatre sites
(S2, S6, S1, S9) si nous pouvions raccourcir la méthode d’extraction d’ADN avec guanidine, en
effectuant les PCR directement a partir de la guanidine diluée. Les résultats ont été positifs, i.e.
le fragment COI de tous les spécimens (48 par site) a pu étre amplifié et séquencé. Cette méthode
utilisant une extraction d’ADN raccourcie a donc été retenue pour le projet OligoGen. De plus,
nous avons testé sur deux autres sites (Sor, VEN) s’il était possible d’extraire ’ADN de I'éthanol
préservant le matériel tamisé. Les résultats ont montré une grande diversité de séquences d’oli-
gochétes et des nombres de reads correspondant aux oligochétes élevés dans les échantillons
d’éthanol. Nous avons donc décidé d’analyser I'éthanol conservant le refus du tamis dans le cadre
du projet OligoGen. Comme une analyse morphologique a été effectuée en paralléle sur les
échantillons de cette étude préliminaire, les résultats de ces six sites (Tab. 2:) ont pu été utilisés
et incorporés dans les tableaux de résultats.




Tab. 2: Détail de I'échantillonnage des six sites des études préliminaires

Site Cours d’eau Abrév. site Date erclzgggtlllon— Coordonnées
BN2 Bras-Neuf (VS) S2* 18/11/19 2'563'382 1'124'882
STO6 Stockalper (VS) S6* 21/11/19 2'560'460 1'128'563
1 Ca”a('\?g)s tles S1* 18/11/19 2'564'591 1'123'481
ST09 Stockalper (VS) So* 21/11/19 2'557'768 1'133'726
UNIL Sorge (VD) Sor** 2021 2'533'767 1'152'765
Amont STEP Venoge (VD) VEN** 2021 2'531'895 1'155'129

* sites pour lesquels seuls I'analyse Morpho et le SHDspm ont été effectués
** sites pour lesquels seuls I'analyse Morpho et le SHDéth ont été effectués

2.2 Prélévement et tamisage des échantillons pour les analyses morpho-
logiques et génétiques

Les échantillons de sédiments ont été prélevés et tamisés en suivant les procédures de la norme
francaise AFNOR (AFNOR, 2016). Sur chaque site, les 10 premiers centimétres de sédiments
ont été prélevés a l'aide d'un filet de type Surber (vide de maille de 0,2 mm) a trois endroits
différents espacés de 5-20m. Les sédiments d’'un méme site ont été combinés et fixés avec du
formol tamponné a pH neutre env. 20% (ThermoFisher Scientific, Ecublens, Suisse) selon le pro-
tocole proposé par Vivien et al. (2018), pour obtenir une concentration finale de formaldéhyde de
4%. Le formol fixe de maniére optimale les oligochétes. Une étude a montré que la fixation des
oligochetes avec du formol tamponné a pH neutre 4 % et la conservation des oligochetes dans
ce milieu pendant une durée allant jusqu’a 30 jours convenaient pour les analyses génétiques
ultérieures (Vivien et al., 2018). Les échantillons de sédiments ont été stockés a 4°C pendant 1
a 5 jours avant le tamisage, puis tamisés a travers une colonne de tamis & mailles de 5 mm et
0,5 mm. Le matériel retenu sur le tamis de 0,5 mm a été transféré dans une boite Tupperware et
conservé dans de I'éthanol absolu (150-250 ml, suivant la quantité de matériel tamisé) a -20°C.

2.3 Préparation des échantillons pour la méthode SHDéth

Une fois I'éthanol ajouté au matériel tamisé (juste aprés le tamisage), I'éthanol des 18 échantil-
lons destinés aux analyses génétiques de I'éthanol a été récupéré aprés 24h. Il a tout d’abord été
transféré dans un récipient de 5L (préalablement bien nettoyé) en le faisant passer a travers un
tamis avec un vide de maille de 0,2mm, pour s’assurer qu’aucun oligochéte ne soit présent dans
I’éthanol. Immédiatement aprés ce transfert, de I'éthanol absolu a été remis dans les boites Tup-
perware qui ont été conservées a -20°C. Puis, I'éthanol a été transféré du récipient de 5L dans
des tubes Falcon de 50ml (3-5 tubes par site). Ces échantillons d’éthanol ont été conservés a -
20°C pendant un mois environ avant d’effectuer les analyses génétiques.

2.4 Tri des spécimens pour I’étude Morpho, le SHDspm et le SHDmél

Le tri des spécimens a été effectué selon les directives de la norme francaise AFNOR (AFNOR,
2016). Pour chaque site, les sédiments tamisés (conservés dans de I'éthanol absolu) ont été
transférés dans une cuve de sous-échantillonnage en plexiglas (5 x 5 cases), et le contenu de
cases, ou de fractions de case en cas de fortes densité d’oligochétes, sélectionnées au hasard a
été transféré dans des boite de Pétri et examiné a I'aide d’'une loupe binoculaire sur fond noir,
jusqu'a ce que 100 spécimens pour la Morpho, 48 spécimens pour le SHDspm et une ou deux
fois 50 spécimens pour le SHDméI aient été récoltés. Les oligochétes ainsi sortis pour chacune
des trois analyses ont ensuite été conservés dans de I'éthanol absolu (dans des flacons en verre
avec vis) a -20°C.




2.5 Préparation des spécimens pour la Morpho et identifications

Les 100 oligochetes sortis ont été montés (la partie antérieure seulement pour les grands spéci-
mens) sur des lames dans une solution d’enrobage composée d'acide lactique, de glycérol et
d'alcool polyvinylique (Reymond, 1994). Les spécimens d'oligochetes ont été identifiés au niveau
taxonomique le plus bas (espéce si possible) a I'aide d'un microscope.

2.6 Préparation des échantillons pour la méthode SHDspm

Les 48 spécimens de chaque site ont été placés dans les puits (un spécimen par puit) d’'une
plaque de 96 puits (Sarstedt, réf. 72.1979.102) dans lesquels un volume d'éthanol absolu de 0,03
ml a été préalablement ajouté (une plaque peut donc contenir les spécimens de 2 sites). La taille
des spécimens d’'un échantillon peut fortement varier, de 1-2 mm a plusieurs centimétres. Les
spécimens de trés petite taille (par ex. les especes Cernosvitoviella spp., Marionina argentea ou
les individus immatures de Tubificinae et Lumbriculidae) ont été transférés dans les puits en en-
tier, alors que seule la partie postérieure des spécimens de plus grande taille (plus de 5 mm) a
été transférée dans les puits. Les puits ont été fermés a I'aide de couvercles en plastiques (Brand,
réf. BR781413) et les plaques ont été stockées a -20°C.

2.7 Préparation des échantillons pour la méthode SHDmélI

Comme mentionné précédemment, une fois 50 spécimens (un site) ou deux fois 50 spécimens
(huit sites) ont été sortis par site (donc 17 échantillons ont été préparés au total). Comme la taille
des spécimens varie considérablement au sein d’'un méme échantillon, des quantités de tissu
équivalentes entre les spécimens ont été préparés afin de limiter I'impact de la biomasse sur le
nombre des séquences obtenues, et donc sur les pourcentages des especes. Les individus de
trés petite taille ont été inclus dans le mélange en entier (par ex. les especes Cernosvitoviella
spp., Marionina argentea ou les individus immatures de Tubificinae et Lumbriculidae) et les spé-
cimens de plus grande taille ont été découpés, de sorte que la quantité de tissu des fragments
soit similaire a celle des plus petits spécimens de I'’échantillon. Les 50 spécimens et fragments
de spécimens d’'un méme échantillon ont été mélangés dans un tube Eppendorf (un tube par
échantillon) contenant environ 100ul d’éthanol absolu. Les mélanges de spécimens ont été con-
servés a -20°C.

Il a été noté ce qui a été mis dans les mélanges, mais la plupart des individus ont été identifiés a
la famille ou sous-famille. Seules les abondances des espéces Embolocephalus velutinus et
Chaetogaster diaphanus ont été relevées. Pour certains échantillons, la part des tubificidés sans
et avec soies capillaires a été déterminée.

2.8 Extraction d'ADN et amplification par PCR

2.8.1 Méthode SHDspm

Avant |'extraction de I'ADN, les échantillons ont été séchés pendant 24 heures a température
ambiante.

L'ADN génomique total a été extrait en appliquant une méthode thiocyanate de guanidine (Tkach
et Pawlowski, 1999) raccourcie. Un volume de 30 ul de guanidine a été ajouté dans chaque puit
(contenant un spécimen ou fragment de spécimen) de la plaque et la plaque a été incubée a 60°C
pendant 12h. Ensuite, une certaine quantité de guanidine (contenant ’ADN) de chaque puit a été
transférée dans les puits d’'une autre plaque en diluant la guanidine 100 fois.

Les primers spécifiques des métazoaires « mICOlintF » et «dgHC02198 » (Leray et al., 2013)
ont été utilisés pour amplifier un court fragment (313 paires de bases) du gene COI de chaque
extrait d'ADN. Les amplifications PCR ont été réalisées dans un volume total de 25 ul contenant
0,1 pl de FastStart™ Taq polymérase 5U/ul (Sigma-Aldrich), 2,5 ul de tampon PCR (concentré




10x) avec MgCl2 (Roche), 0,5 pl de chaque primer (10 uM chacun), 0,5 pl d'un mélange contenant
10 mM de chaque dNTP (Roche), 0,1 pl d’albumine de sérum bovin @ 50mg/ml et 1 yl de matrice
d'ADN. La PCR suivait le programme du type « touchdown » pour augmenter la spécificité des
amplifications. La PCR commencgait par une incubation a 95°C pendant 5min, suivie des 16 pre-
miers cycles qui comportaient : la dénaturation pendant 10s a 95°C, annealing pendant 30s a
une température de 62°C diminuant de 1°C a chaque cycle (47°C au 16e cycle) et I'élongation
pendant 60s a 72°C. Ces 16 premiers cycles étaient suivis de 35 cycles qui comportaient les
mémes étapes mais avec une température d’annealing de 46°C.

Le produit de PCR de chaque spécimen a été visualisé sur un gel d’agarose (électrophorése).
Pour les spécimens sans bande visible sur gel, la PCR a été répétée en diluant la guanidine
(contenant I’ADN) 100 fois (a nouveau) et 300 fois. Pour ces spécimens, le produit de PCR mon-
trant sur gel la bande la plus nette (100 ou 300 fois) a été utilisé.

2.8.2 Méthode SHDmél

Avant I'extraction d’ADN, une partie de I'’éthanol surnageant a été enlevée de chaque tube et les
mélanges de spécimens ont été séchés pendant 12h & température ambiante.

L’ADN génomique total a été extrait dans chaque tube en utilisant le kit Blood and Tissue (Qia-
gen), en incluant une incubation de 24h a 56°C dans le tampon de lyse.

Les primers utilisés et le programme de la PCR sont identiques a ceux décrits dans la section
2.8.1. Trois PCR ont été effectuées par échantillon et les produits des 3 PCR ont été combinés.

2.8.3 Méthode SHDéth

L’éthanol préparé pour chaque échantillon a été filtré en utilisant des filtres en microfibres de
verre, Grade GF/F (Whatman) avec vide de maille de 0,7 ym. Puis les filtres ont été séchés
pendant 3h a température ambiante avant de procéder a I'extraction de '’ADN en utilisant le kit
Blood and Tissue (Qiagen). D’abord, les filtres secs ont été incubés avec 360 ul du tampon ATL
et 40 pyl de protéinase K pendant 24h a 56°C. Le lysat a été récupéré en centrifugeant 3 min a
5000 rpm. Ensuite, 'ADN a été extrait du lysat en suivant les instructions du kit, avec le volume
de 400 pl pour le tampon AL et I'éthanol. L’élution finale a été effectuée dans 100 ul du tampon
AE.

Les primers utilisés et le programme de la PCR sont identiques a ceux décrits dans la section
2.8.1. Trois PCR ont été effectuées par échantillon et les produits des 3 PCR ont été mélangés.

2.9 Marquage des primers, préparation des librairies et séquencage
llumina

Des primers marqués portant 8 nucléotides attachés a I'extrémité 5' de chaque primer ont été
utilisés. Une combinaison unique de primers marqués a été utilisée pour chaque spécimen (mé-
thode SHDspm) et pour chaque échantillon (SHDmél et SHDéth) afin de multiplexer tous les
spécimens ou échantillons dans une librairie de séquengage unique (Esling et al., 2015). Le pro-
duit de PCR de chaque spécimen et échantillon a ensuite été quantifié par électrophorése capil-
laire a l'aide de l'instrument QIAxcel (Qiagen, Hilden, Allemagne). Des concentrations €quimo-
laires de produits de PCR ont été regroupées dans un seul tube (un tube par site pour le SHDspm
et un tube pour I'ensemble des sites ou échantillons pour le SHDméI et le SHDéth). L’ADN de
chaque tube a ensuite été purifié a I'aide du kit PCR High Pure PCR Product Purification (Roche
Diagnostics).

Une librairie par site a ensuite été préparée pour la méthode SHDspm, alors que pour les mé-
thodes SHDméI et SHDéth, 'ensemble des échantillons ont été incorporés dans une seule librai-
rie. Les librairies ont été préparées a l'aide du kit TruSeq DNA PCR-Free Library Preparation
(Hlumina) en suivant les instructions du kit pour inclure un index unique comme étiquette pour




chaque librairie. Les librairies ont été quantifiées par gqPCR a l'aide du kit KAPA Library Quantifi-
cation (Roche). Enfin, les librairies ont été séquencées sur un instrument MiSeq en utilisant un
séquencage apparié pendant 500 cycles.

2.10 Analyse des séquences et assighation taxonomique

Des analyses bioinformatiques ont été réalisées a I'aide du pipeline SLIM (Dufresne et al., 2019).
Les reads bruts fastq ont été filtrés par qualité en supprimant toute séquence avec une moyenne
de score de qualité inférieure a 30 et en supprimant toutes les séquences avec des bases ambi-
gués ou tout mésappariement avec le primer marqué. Les séquences en paire ont ensuite été
assemblées, les chimeres retirées et les séquences regroupées en ASV (Amplicon Sequence
Variants) a I'aide de I'algorithme dada2 du R package (Callahan et al., 2016).

Pour assigner taxonomiquement les séquences, nous avons considéré que les séquences diver-
geant de moins de 10% appartenaient a la méme espeéce, a I'exception des espéeces des genres
Nais et Uncinais (seuil de 8%) (Vivien et al, 2017). Les séquences obtenues (SHDspm, SHDmél
et SHDéth) ont d'abord été assignées taxonomiquement en utilisant notre base de données de
référence COI suisse (Vivien et al., 2020b) en utilisant les algorithmes VSEARCH (Rognes et al.,
2016) avec 90% de similitude, calculée comme le nombre d’appariements/(longueur d’alignement
moins le nombre de lacunes terminales). Ensuite, chaque séquence non assignée a l'aide de
notre base de données de référence a été comparée aux séquences de la base de données
GenBank (BLAST, http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/Blast.cgi). Concernant la méthode
SHDspm, les séquences qui ne pouvaient pas étre assignées a l'aide de ces bases de données
ont été identifiées en construisant des arbres phylogénétiques (comprenant les séquences de
notre base de données et les nouvelles séquences). Les spécimens assignés taxonomiquement
a l'aide de ces arbres ont été identifiés au niveau de la famille ou de la sous-famille. Les identifi-
cations incertaines de lignées a l'aide de Genbank (divergence génétique significative entre les
séquences de GenBank et nos séquences) ont été vérifiées en construisant des arbres phylogé-
nétiques et en calculant les distances génétiques. Concernant les méthodes SHDmél et SHDéth,
les séquences de GenBank divergant jusqu’a 20% avec nos séquences et correspondant aux
oligochétes aquatiques et Lumbricidae ont été analysées en les incorporant dans un arbre phy-
logénétique (comprenant les séquences de notre base de données et les nouvelles séquences)
pour vérifier les assignations (si nécessaire, calcul des distances génétiques), assigner les sé-
guences (par ex. a la famille ou sous-famille) et vérifier si plusieurs séquences appartenaient a
une méme lignée. Pour construire les arbres phylogénétiques, la méthode Neighbour joining a
été appliquée a I'aide du programme Seaview v.4.4.0 (Gouy et al., 2010), avec 1000 réplicats de
bootstrap. Les distances génétiques (p-distances) ont été calculées al'aide du programme MEGA
5.1 (Tamura et al., 2011).

L’assignation des séquences du SHDéth a été effectuée une fois la base de données COI de
référence mise a jour suite au travail de séquencage Sanger de spécimens sélectionnés (barco-
ding) et a I'application de la méthode SHDspm. L’assignation des séquences du SHDmél a été
effectuée une fois la base de données COI de référence mise a jour suite a I'application de la
méthode SHDéth.

2.11 Indice oligochetes et diagnostic écologique complémentaire

Pour évaluer la qualité biologique des sédiments fins/sableux des cours d'eau, nous avons appli-
qué le calcul de l'indice IOBS (AFNOR, 2016 ; Vivien et al., 2020a) aussi bien avec les données
génétiques qu’avec les données morphologiques selon la formule suivante :

IOBS = 10ST?

ou S est le nombre total de taxons identifiés par échantillon, et T est le pourcentage de tubificidés
avec ou sans soies capillaires dominant dans I'échantillon de sédiment (vers matures et imma-
tures combinés). Les tubificidés comprennent les sous-familles Tubificinae, Rhyacodrilinae et
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Phallodrilinae. L'indice classe la qualité biologique des sédiments comme suit : IOBS = 6 : trés
bonne, 3-5,9: bonne, 2 - 2,9 : moyenne, 1 - 1,9 : médiocre, < 1 : mauvaise.

Vivien et al. (2019) ont proposé de modifier le calcul de I'indice IOBS pour évaluer la qualité
biologique de sédiments de cours d’eau a partir de données de séquengage a haut débit d’ADN(e)
extrait d’échantillons de sédiment total, de sédiments tamisés et de mélanges de spécimens,
selon la formule suivante :

IOBSgen = 10STtot?

ou S est le nombre total de taxons identifiés par échantillon, et Ttot est le pourcentage de tubifi-
cidés totaux (avec et sans soies capillaires, vers matures et immatures combinés). Vivien et al.
(2019) ont en plus proposé, pour les données de metabarcoding basées sur I'analyse de 'ADN
extrait de mélanges de spécimens, de modifier les limites des classes de qualité biologique selon:
IOBSgen =3 : trés bonne qualité, 2 - 2,9 : bonne, 1,5 - 1,9 : moyenne, 0,6 - 1,4 : médiocre, <0,5:
mauvaise. La limite de chaque classe de qualité doit en effet étre abaissée étant donné la plus
grande valeur du dénominateur qui résulte de cette modification de calcul.

Dans cette étude, 'espéce Embolocephalus velutinus (Tubificinae avec soies capillaires) n’a pas
été prise en compte dans le calcul du pourcentage de tubificidés avec soies capillaires (et tubifi-
cidés totaux) car cette espece est sensible aux pollutions (Lafont, 1989), contrairement aux autres
especes de Tubificinae. Une modification de la norme sur ce point serait nécessaire. Comme
cette espéce est généralement en faible abondance dans les cours d’eau, il n’a pas été précisé
dans la norme que cette espéce ne devait pas étre inclue dans le % des Tubificinae. Dans notre
étude, cette espéce a été abondante sur le site source (Dou) et assez abondante sur le site
Source (Fleurier), et il a donc fallu adapter le calcul de I'indice.

Pour la morphologie, lorsque les pourcentages de tubificidés sans et avec soies capillaires étaient
de 0, le nombre de taxons a été divisé par 1% pour pouvoir obtenir une note d’indice. Pour les
données génétiques, lorsque les pourcentages de tubificidés sans et avec soies capillaires
étaient de O ou inférieurs & 1%, le nombre de taxons a été divisé par 1%, ceci pour permettre
d’obtenir une note d’indice et pour éviter que les valeurs d’lOBS soient extrémement élevées (par
ex. >3000).

Dans le cadre des suivis de la qualité biologique des cours d’eau, une analyse des pourcentages
des taxons présents dans I’échantillon est également effectuée, les indices biologiques étant par
essence réducteurs d’'information. Cette analyse permet de compléter le diagnostic de qualité
biologique, et parfois de le corriger. Par ex., un pourcentage élevé d’une espéce (autre que Tu-
bificinae) plutot résistante a résistante aux pollutions (par ex. Nais elinguis) dans un échantillon
suggere la présence d’une pollution de type chimique malgré la qualité biologique satisfaisante
indiquée par I'lOBS. Autre exemple, dans le cas de deux sites présentant une qualité biologique
médiocre indiquée par I'lOBS, si 'un présente un pourcentage significatif d’espéces sensibles
aux pollutions (par ex. Marionina argentea), il peut étre considéré comme étant moins impacté
que l'autre site présentant un pourcentage nul ou faible d’espéces sensibles.

2.12 Analyse des données génétiques et analyses statistiques

La pertinence des méthodes génétiques a été évaluée en comparant leurs résultats a ceux de la
méthode Morpho, qui seule a été validée sur la base d’un grand nombre de données sur la rela-
tion entre le gradient de pollution chimique des sédiments et la structure des communautés d’oli-
gochetes (Vivien et al., 2020a). Les données des méthodes SHDéth et SHDméI ont également
été comparées a celles de la méthode SHDspm.

Comme cette derniére méthode apporte des informations fiables et précises sur les abondances
des différentes lignées présentes dans un échantillon, cette comparaison (SHDspm avec SHDeth
et SHDmel) permet entre autres de mettre en évidence les lignées dont 'abondance est systé-
matiquement surestimée ou sous-estimée par les méthodes de metabarcoding et donc d’étudier
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les possibilités d’appliquer des facteurs de correction aux nombres de reads des lignées dont
I'abondance est constamment surestimée ou sous-estimée par les méthodes de metabarcoding.

Des analyses de régression linéaire entre les valeurs de l'indice IOBS et les pourcentages des
familles/sous-familles qui étaient les plus fréequentes dans nos échantillons (Tubificinae avec
soies capillaires, Tubificinae sans soies capillaires, Tubificinae totaux, Naidinae, Lumbriculidae
et Enchytraeidae) obtenus a I'aide des données morphologiques d’'une part et génétiques d’autre
part ont été réalisées. Pour chaque relation, nous avons déterminé le coefficient de détermination
R? et appliqué le test de Pearson (Excel Microsoft corporation ; Free Statistics and Forecasting
Software, Wessa, 2023).

L’analyse des données inclut une comparaison des abondances des espéces, sous-familles et
familles entre morphologie et génétique étant donné que d’éventuels biais des abondances ob-
tenues avec les analyses génétiques peuvent d’'une part entrainer des différences de notes d’in-
dice entre la morphologie et la génétique, et d’autre part un diagnostic écologique complémen-
taire peu fiable sur la base de I'analyse des pourcentages des taxons présents dans I’échantillon.

2.13 Enrichissement de la base de données COIl de référence

La base de données des séquences COI des oligochétes aquatiques a été enrichie de deux
maniere différentes :

e En sélectionnant des spécimens provenant de différents sites et milieux et en identifiant
morphologiquement et par séquengage Sanger chacun d’entre eux (approche barcoding)

e Par les analyses des séquences des spécimens marqués (SHDspm), des mélanges de
spécimens (SHDméI) et des échantillons d’éthanol (SHDéth).

La partie postérieure (environ 0,5 cm) des spécimens sélectionnés a été coupée et conservée
dans de |'éthanol absolu a -20°C (dans des tubes Ependorf) pour les analyses génétiques. La
partie antérieure de ces spécimens, ainsi que celle de certains spécimens (env. 20 par site) utili-
sés pour la méthode SHDspm, a été montée sur lame selon la procédure décrite dans le § 2.5 et
les spécimens ont été identifiés a I'espéce (si possible) par microscopie.

Un fragment de 658 paires de bases du géne COI de chaque individu a été séquencé (barcoding).
L'ADN génomique total a été extrait en appliquant la méthode thiocyanate de guanidine décrite
par Tkach & Pawlowski (1999). Nous avons utilisé les primers LCO 1490 et HCO 2198 (Folmer
et al., 1994) pour amplifier le fragment COI. Les amplifications PCR ont été réalisées dans un
volume total de 20 ul contenant 0,2 ul de Taq polymérase 5U/ul (Roche, Bale, Suisse), 2 ul de
tampon PCR (concentré 10x) avec MgClz (Roche), 0,5 ul de chaque amorce (10 uM chacun), 0,4
pl d'un mélange contenant 10 mM de chaque dNTP (Roche) et 1 ul du produit de I'extraction
d’ADN. Le programme de la PCR comprend une étape de dénaturation initiale a 95°C pendant 5
min, suivie de 35 cycles de dénaturation a 95°C pendant 40 s, une étape d’annealing a 44°C
pendant 45 s, une élongation a 72°C pendant 1 min et une élongation finale a 72°C pendant 8
min.

Les produits de PCR ont ensuite été séquencés bidirectionnellement a I'aide de la méthode San-
ger sur l'instrument Applied Biosystems 96-capillary 3730xI par la société Fasteris (Suisse) en
utilisant les mémes primers (LCO 1490 et HCO 2198) et en suivant le protocole du fabricant.
L'editing des séquences brutes et la génération de séquences consensus ont été réalisées a
l'aide de CodonCode Aligner (CodonCode Corporation).

Les séquences obtenues ont été visualisées sur un arbre incluant les séquences de notre base
de données de référence. Pour construire cet arbre, la méthode Neighbour joining a été appliquée
a l'aide du programme Seaview v.4.4.0 (Gouy et al., 2010), avec 1000 réplicats de bootstrap. Les
séquences correspondant a des nouvelles lignées ont été comparées aux séquences de la base
de données GenBank (BLAST). Pour I'assignation taxonomique des séquences, un seuil de 10%
de variation génétique a été appliqué pour distinguer les lignées et les distances génétiques (p-
distances) ont été calculées a l'aide du programme MEGA 5.1 (Tamura et al., 2011).




3 Reésultats

3.1 Succes du séguencage et assignations taxonomiques (méthodes
SHDspm, SHDéth et SHDmél)

Concernant la méthode de SHDspm, sur chaque site, une grande majorité des spécimens a pu
étre séquencée, le taux de succes de séquengage s’élevant a 97,55%, et les séquences obte-
nues ont pu toutes étre assignées taxonomiquement en utilisant notre base de données de réfé-
rence (57% des lignées obtenues), GenBank (22%) et en construisant des arbres (20%). Con-
cernant les méthodes SHDéth et SHDmél, sur chaque site, un grand nombre de reads corres-
pondant aux oligochétes et une diversité d’oligochétes significative ont été obtenus. Les sé-
guences obtenues ont été assignées en utilisant notre base de données (83% et 90% des lignées
obtenues, respectivement) et GenBank (17% et 10%, respectivement).

3.2 Diversité obtenue avec la morphologie et les méthodes génétiques

Chacune des méthodes génétiques a permis d’obtenir un nombre total de taxons (sur I'ensemble
des sites) nettement plus élevé que I'analyse morphologie (Annexe 2 Tab. 2-7) : 103 lignées pour
la méthode SHDspm contre 49 pour la Morpho (29 sites), 98 lignées pour la méthode SHDéth
contre 51 pour la Morpho (20 sites) et 60 lignées pour la méthode SHDmél contre 39 pour la
Morpho (9 sites) (Tab. 3:). C’est en particulier au sein des Enchytraeidae (3 méthodes géné-
tiques), des Tubificinae (3 méthodes génétiques) et des Naidinae (méthode SHDéth) que la gé-
nétique a permis de détecter un nettement plus grand nombre de taxons que la morphologie.
L’identification des Enchytraeidae est pour la grande majorité des espéces tres difficile (une ex-
pertise est nécessaire) et n’est le plus souvent possible que lorsque les spécimens sont a I'état
mature. De plus, les Enchytraeidae comprennent des especes cryptiques. Le nombre plus impor-
tant de taxons de Tubificinae obtenus génétiquement est expliqué par le fait que cette sous-
famille comprend un grand nombre d’espéces cryptiques et d’espéces identifiables que lorsque
les individus sont a I’état mature. Les Naidinae comprennent également des espéces cryptiques
et la méthode SHDéth a permis de détecter des especes de cette sous-famille probablement trés
peu abondantes dans les échantillons. Par ex., 'espéce Chaetogaster limnaei (Naidinae), détec-
tée uniquement par la génétique sur un des sites, est une espece trés rare en Suisse.

Tab. 3: Nombres de taxons d’Enchytraeidae, Naidinae Tubificinae, Pristininae, Rhyacodrilinae, Lumbri-
culidae, Haplotaxidae, Lumbricidae et Oligochaeta sp. obtenus pour I'analyse morphologique (Morpho) et
le séquengage des spécimens marqués (SHDspm ; 29 sites), pour l'analyse Morpho et le séquencage a
haut débit des échantillons d’éthanol (SHDéth ; 20 sites) et pour I'analyse Morpho et le séquencgage a haut
débit des mélanges de spécimens (SHDmélI ; 9 sites)

Morpho vs SHDspm Morpho vs SHDéth Morpho vs SHDmél

Morpho SHDspm Morpho SHDéth Morpho SHDmél
Enchytraeidae 14 49 14 28 12 25
Naidinae 6 8 6 16 5 6
Tubificinae 17 30 19 34 14 20
Pristininae 1 2 1 1 0 1
Rhyacodrilinae 3 3 3 4 3 2
Lumbriculidae 5 6 5 9 2 3
Haplotaxidae 1 1 1 1 1 1
Lumbricidae 2 4 2 4 2 2
Oligochaeta sp. 0 0 0 1 0 0
Total 49 103 51 98 39 60
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3.3 Méthode Morpho vs méthode SHDspm

Les pourcentages des familles, sous-familles et groupes de Tubificinae avec et sans soies capil-
laires obtenus avec les données morphologiques et génétiques sont globalement trés concor-
dants (Tab. 4:).

Les corrélations entre les pourcentages d’Enchytraeidae, de Lumbriculidae, de Naidinae et de
Tubificinae (totaux et regroupés en avec et sans soies capillaires) obtenues morphologiquement
et génétiquement sont toutes trés significatives (Tab. 5:).

Par contre, des discordances concernant les nombres de taxons peuvent étre observées sur
plusieurs sites. Le nombre de taxons identifiés génétiquement est par ex. nettement plus élevé
dans les échantillons BEN et Cugy contenant un pourcentage élevé d’Enchytraeidae, dont les
especes sont pour la plupart non identifiables morphologiquement.

Les diagnostics écologiques établis sur la base des notes d'lOBS obtenues a partir des données
morphologiques et génétiques sont pour la plupart concordantes (env. 80% des cas). Les corré-
lations entre les valeurs d’lOBS obtenues génétiquement et morphologiquement sont trés signi-
ficatives. On observe cependant six discordances de type objectif de bonne qualité biologique
atteint/non atteint, dont 5 sont |égéres (qualité moyenne/bonne qualité), et 3 présentent des notes
d’indices proches. Les 3 discordances présentant des différences de notes d’indices assez im-
portantes (SPO27, Fle et UNIL) sont expliquées par des nombres de taxons obtenus tres diffé-
rents. Dans I'échantillon SPO27, le plus grand nombre de taxons obtenu génétiquement est ex-
pliqué par la détection d’espéces d’Enchytraeidae non ou difficilement identifiables morphologi-
quement et d’espéces cryptiques de Tubifex tubifex et de Limnodrilus hoffmeisteri. Dans le cas
des deux autres échantillons, le plus grand nombre de taxons obtenu morphologiquement peut
étre entre autres d au hasard du tri des spécimens et au fait qu'un plus grand nombre de spéci-
mens a été identifié morphologiquement que génétiquement.
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Tab. 4: Pour chaque site, de TIN a Sor, indication du nombre de taxa (Nb taxa), pourcentages des familles, sous-familles, groupes de Tubificinae avec et sans soies capil-
laires et valeurs d’lOBS obtenues a partir des données de la Morpho, du séquengage a haut débit de spécimens marqués (SHDspm), du séquengage a haut débit de
I’'éthanol (SHDéth) et du séquencgage a haut débit des mélanges de spécimens (SHDmél, mélanges 1 et 2) ; les cases grises surlignent les discordances importantes entre
les données morphologiques et génétiques ; pour les résultats d’lOBSgen de la méthode SHDéth, la limite supérieure de la classe de qualité moyenne a été modifiée de
sorte qu’elle se situe a IOBSgen=3,5 ; pour les résultats d’lOBSgen de la méthode SHDméI, les classes de qualité biologique ont été modifiées, selon : IOBSgen 23 : tres
bonne qualité, 2 - 2,9 : bonne qualité, 1,5 - 1,9 : qualité moyenne, 0,6 - 1,4 : qualité médiocre, <0,5 : mauvaise qualité
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Morpho 16 1,04% 60,42% 34,38% 0,00% 0,00% 0,00% 4.17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
TIN SHDspm 14 0,00% 54,17% 39,58% 0,00% 0,00% 2,08% 4.17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
SHDéth 17 0,00% 3,12% 93,71% 0,00% 0,00% 0,00% 2,28% 0,01% 0,01% 0,00% 0,01%
SHDmél 13 0,00% 11,32% 88,49% 0,00% 0,00% 0,00% 0,19% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Morpho " 0,00% 7,92% 7,92% 0,00% 0,00% 5,94% 0,00% 40,59% 40,59% 37,62% 78,22% 2,53
SHDspm 13 0,00% 4,26% 6,38% 0,00% 0,00% 8,51% 0,00% 46,81% 46,81% 34,04% 80,85% 2,78
Spez17 SHDéth 18 0,00% 0,00% 0,67% 0,00% 0,09% 0,14% 0,01% 75,89% 75,89% 23,19% 99,08% 2,37 1,81
SHDmél1 13 0,00% 0,21% 4,04% 0,00% 1,50% 0,28% 0,00% 91,74% 91,74% 2,23% 93,97% 1,42 1,38
SHDméI2 12 0,00% 0,01% 0,87% 0,00% 0,00% 0,09% 0,00% 79,55% 79,55% 19,48% 99,03% 1,51 1,21
Morpho 1" 0,00% 10,31% 74,23% 4,12% 0,00% 4,12% 2,06% 5,15% 0,00% 0,00% 5,15%
SHDspm 6 0,00% 22,92% 64,58% 2,08% 0,00% 0,00% 0,00% 10,42% 0,00% 0,00% 10,42%
Grab SHDéth 10 0,00% 0,39% 99,29% 0,27% 0,00% 0,03% 0,01% 0,01% 0,00% 0,00% 0,01%
SHDmél1 10 0,00% 5,11% 94,35% 0,13% 0,00% 0,05% 0,00% 0,36% 0,00% 0,00% 0,36%
SHDméI2 8 0,01% 20,54% 78,41% 1,03% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Morpho 14 6,60% 22,64% 27,36% 0,94% 0,00% 0,00% 0,94% 11,32% 0,94% 30,19% 41,51%
SHDspm 9 2,08% 14,58% 37,50% 0,00% 0,00% 0,00% 2,08% 12,50% 0,00% 31,25% 43,75% 2,88
Fle
SHDéth 14 0,05% 1,09% 91,86% 2,03% 0,00% 0,00% 0,22% 0,76% 0,00% 3,98% 4,74%
SHDmél1 13 0,34% 2,40% 35,24% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 4,42% 0,00% 57,59% 62,02% 2,26 2,26
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SHDméI2 11 0,07% 20,59% 19,13% 3,71% 0,00% 0,00% 0,30% 0,18% 0,00% 56,01% 56,20% 1,96 1,96
Morpho 11 0,00% 0,00% 0,95% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 57,14% 57,14% 41,90% 99,05% 1,93
SHDspm 8 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 2,13% 0,00% 61,70% 61,70% 36,17% 97,87% 1,30
Chrum SHDéth 15 0,00% 0,00% 0,19% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 78,58% 78,58% 21,22% 99,81% 1,91 1,50
SHDmeél1 11 0,00% 0,00% 0,22% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 74,44% 74,44% 25,34% 99,78% 1,48 1,10
SHDmél2 9 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 79,81% 79,81% 20,16% 99,97% 1,13 0,90
Morpho 13 34,41% 3,23% 4,30% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 4,30% 4,30% 53,76% 58,06% 2,42
SHDspm 14 34,04% 2,13% 2,13% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 17,02% 17,02% 44,68% 61,70% 3,13
Land SHDéth 45 6,83% 0,16% 16,22% 0,00% 0,12% 0,40% 1,61% 49,77% 49,77% 24,89% 74,66%
SHDmél1 12 3,29% 2,23% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 80,23% 80,23% 14,25% 94,48% 1,50 1,27
SHDmél2 14 24,50% 0,02% 0,05% 0,00% 0,00% 0,10% 0,00% 38,57% 38,57% 36,76% 75,33% 3,63 1,86
Morpho 10 26,26% 0,00% 7,07% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 42,42% 42,42% 24,24% 66,67% 2,36
SHDspm 12 23,91% 0,00% 4,35% 0,00% 0,00% 2,17% 0,00% 39,13% 39,13% 30,43% 69,57% 3,07
Urt SHDéth 18 1,59% 0,00% 28,45% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 64,52% 64,52% 5,43% 69,95% 2,79 2,57
SHDmél1 10 0,25% 0,00% 2,44% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 53,84% 53,84% 43,47% 97,31% 1,86 1,03
SHDmélI2 6 0,08% 0,00% 0,95% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 72,68% 72,68% 26,29% 98,97% 0,61
Morpho 9 72,00% 2,00% 2,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 4,00% 4,00% 20,00% 24,00% 4,50
SHDspm 3 81,25% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 6,25% 6,25% 12,50% 18,75% 2,40
UNIL SHDéth 16 1,74% 0,00% 1,68% 0,00% 0,04% 0,00% 0,00% 86,92% 86,92% 9,62% 96,54% 1,84 1,66
SHDmél1 8 2,14% 0,07% 2,49% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,01% 95,29% 95,30% -E
SHDmél2 9 0,27% 0,00% 1,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 46,79% 46,79% 51,76% 98,55% 1,74 0,91
MOH Morpho 8 5,94% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 21,78% 21,78% 72,28% 94,06% 1,11
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SHDspm 8 6,25% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 20,83% 20,83% 72,92% 93,75% 1,10
SHDéth 20 0,20% 0,00% 0,20% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 67,24% 67,24% 32,32% 99,56% 2,97 2,01
SHDmél1 6 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,54% 0,54% 99,43% 99,97%
SHDméI2 7 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,13% 0,13% 99,86% 99,99%
Morpho 1" 5,71% 15,24% 6,67% 0,00% 0,00% 9,52% 2,86% 52,38% 1,90% 7,62% 60,00%
Dou SHDspm 15 2,08% 16,67% 12,50% 0,00% 0,00% 10,42% 2,08% 52,08% 0,00% 4,17% 56,25%
SHDéth 9 0,00% 2,06% 7,51% 0,00% 0,00% 10,49% 1,44% 75,62% 0,00% 2,88% 78,50%
Morpho 9 12,24% 1,02% 5,10% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 3,06% 3,06% 78,57% 81,63%
BOI SHDspm 7 7,32% 0,00% 2,44% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 4,88% 4,88% 85,37% 90,24%
SHDéth 12 0,19% 0,00% 4,85% 0,00% 1,59% 0,00% 0,00% 0,84% 0,84% 92,54% 93,38%
Morpho 12 6,25% 89,58% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 4,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
BEN SHDspm 22 12,77% 61,70% 6,38% 0,00% 6,38% 0,00% 8,51% 4,26% 4,26% 0,00% 4,26%
SHDéth 13 0,13% 6,42% 76,05% 0,00% 1,49% 0,00% 15,88% 0,02% 0,02% 0,00% 0,02%
Morpho 1" 0,00% 3,88% 29,13% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 20,39% 20,39% 46,60% 66,99% 2,36
SEY SHDspm 12 4,26% 0,00% 40,43% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 21,28% 21,28% 34,04% 55,32% 3,53
SHDéth 28 3,35% 0,04% 3,69% 0,00% 0,01% 0,01% 0,00% 75,34% 75,34% 17,56% 92,90% 3,72 3,01
Morpho 10 0,00% 0,94% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 42,45% 42,45% 56,60% 99,06% 1,77
Spez18 SHDspm 1" 0,00% 0,00% 2,22% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 51,11% 51,11% 46,67% 97,78% 2,15
SHDéth 20 0,08% 0,00% 0,01% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 14,75% 14,75% 85,16% 99,90% 2,35 2,00
Morpho 14 4,21% 27,37% 50,53% 0,00% 0,00% 0,00% 2,11% 1,05% 1,05% 14,74% 15,79%
Spez19 SHDspm 1" 8,89% 22,22% 62,22% 0,00% 0,00% 0,00% 2,22% 0,00% 0,00% 4,44% 4,44%
SHDéth 1" 3,50% 0,97% 81,76% 0,00% 0,00% 0,00% 12,73% 0,04% 0,04% 1,00% 1,05%
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Morpho 8 0,00% 13,00% 2,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 36,00% 36,00% 49,00% 85,00% 1,63
SP027 SHDspm 17 2,27% 20,45% 0,00% 0,00% 4,55% 2,27% 2,27% 31,82% 31,82% 36,36% 68,18% 4,40
SHDéth 15 0,03% 0,00% 0,29% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 82,97% 82,97% 16,70% 99,67% 1,81 1,5
Morpho 6 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 77,00% 77,00% 23,00% 100,00%
SOL SHDspm 6 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 91,49% 91,49% 8,51% 100,00%
SHDéth 9 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 54,78% 54,78% 45,22% 100,00%
Morpho 16 1,15% 55,17% 29,89% 0,00% 1,15% 6,90% 0,00% 5,75% 5,75% 0,00% 5,75%
ECH SHDspm 9 0,00% 66,67% 8,33% 0,00% 0,00% 14,58% 0,00% 10,42% 10,42% 0,00% 10,42%
SHDéth 1 0,00% 25,27% 66,57% 0,00% 2,09% 0,94% 0,00% 5,13% 5,13% 0,00% 5,13%
Morpho 8 8,57% 40,95% 0,95% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 6,67% 6,67% 42,86% 49,52% 1,87
=Pr SHDspm 10 8,51% 44,68% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 6,38% 6,38% 40,43% 46,81% 2,47
Morpho 8 0,95% 0,95% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,90% 40,95% 40,00% 55,24% 96,19% 1,45
TAUE SHDspm 1 0,00% 4,35% 2,17% 0,00% 2,17% 0,00% 0,00% 32,61% 32,61% 58,70% 91,30% 1,87
Morpho 1 12,75% 0,00% 0,98% 0,00% 0,98% 0,00% 0,00% 16,67% 16,67% 68,63% 85,29% 1,60
POR SHDspm 10 14,58% 0,00% 0,00% 0,00% 2,08% 0,00% 0,00% 10,42% 10,42% 70,83% 81,25% 1,41
Morpho 3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 33,00% 33,00% 67,00% 100,00%
EPr2 SHDspm 10 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 2,13% 0,00% 29,79% 29,79% 68,09% 97,87%
Morpho 7 0,00% 0,00% 6,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 91,00% 91,00% 3,00% 94,00%
HAY SHDspm 4 0,00% 0,00% 8,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 91,67% 91,67% 0,00% 91,67%
Morpho 7 0,00% 52,04% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 15,31% 15,31% 32,65% 47,96% 2,14
MPA SHDspm 8 0,00% 51,06% 2,13% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 12,77% 12,77% 34,04% 46,81% 2,35
Cugy Morpho 10 5,97% 64,18% 20,90% 0,00% 1,49% 0,00% 4,48% 0,00% 0,00% 2,99% 2,99%
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SHDspm 17 | 12,50% | 72,92% | 1042% | 000% | 2,08% 0,00% 2,08% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
S Morpho 5 0,00% 0,00% 0,00% | 0,00% | 0,00% 0,00% 0,00% | 7525% | 7525% | 24,75% | 100,00%
2
SHDspm 5 0,00% 0,00% 0,00% | 0,00% | 0,00% 0,00% 0,00% | 82,98% | 82,98% | 17,02% | 100,00%
Morpho 9 0,00% 0,00% 0,99% | 0,00% | 0,00% 0,00% 0,00% | 56,44% | 56,44% | 42,57% | 99,01% 1,59
S6
SHDspm 9 0,00% 0,00% 0,00% | 0,00% | 0,00% 0,00% 0,00% | 51,06% | 51,06% | 48,94% | 100,00% 1,76
Morpho 5 0,00% 0,00% 0,00% | 0,00% | 0,00% 0,00% 0,00% | 86,00% | 86,00% | 14,00% | 100,00%
S1
SHDspm 5 0,00% 0,00% 0,00% | 0,00% | 0,00% 0,00% 0,00% | 91,49% | 91,49% | 851% | 100,00%
Morpho 6 0,00% 0,00% 0,00% | 0,00% | 0,00% 0,00% 0,00% | 40,59% | 40,59% | 59,41% | 100,00% 1,01
S9
SHDspm 4 0,00% 0,00% 0,00% | 0,00% | 0,00% 0,00% 0,00% | 27,66% | 27,66% | 72,34% | 100,00%
Morpho 10 0,00% 0,97% 291% | 000% | 0,00% 0,97% 0,00% 4,85% 4,85% | 90,29% | 95,15% 1,10
VEN
SHDéth 10 0,01% 0,00% | 69,75% | 0,00% | 0,00% 0,00% 0,00% 4,92% 492% | 2532% | 30,24% 3,95 3,31
s Morpho 11 | 2451% | 1,96% 3,92% | 0,00% | 0,00% 0,00% 0,00% 4,90% 490% | 64,71% | 69,61% 1,70
or
SHDéth 20 | 10,81% | 0,00% | 1647% | 000% | 051% 0,00% 0,00% | 31,22% | 31,22% | 4099% | 7221% 4,88 2,77
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Tab. 5: Coefficient de détermination R? et valeur de p (test de Pearson) des relations entre les nombres de
taxons, pourcentages des familles, sous familles et groupes de Tubificinae avec et sans soies capillaires et
des valeurs d’lOBS obtenus avec les analyses morphologique et génétiques (SHDspm, n=29 ; SHDéth,
n=20 ; SHDméI1 et 2, n=9-8), et entre les valeurs d’lOBS obtenues avec I'analyse Morpho et d’lOBSgen ob-
tenues avec les données de metabarcoding (SHDéth et SHDméI)

SHDspm SHDéth SHDmél SHDméI2
R? p R? p R? p R? p
Nombre de taxons 0,187 0,019 0,014 0,62 0,709 | 0,044 | 0484 | 0,055
% Naidinae 0,968 |[1,03102' | 0,177 0,064 0578 | 0017 | 0072 | 0,519
% Enchytraeidae 092 |231*107| 0367 | 00046 | 0,849 | 0,0004 | 0,712 | 0,0084
% Lumbriculidae 0,879 |6,39*10" | 049 0,0006 0,85 | 0,0004 | 0,981 | 2,24*10%
% Tubificinae avec 0959 |[261710%| 035 00061 | 0414 | 0062 | 0534 | 0,040
soies capillaires
% Tubificinae sans 0042 |[3,07710% | 0463 0,001 0196 | 0232 | 0481 | 0,056
soies capillaires
% Tubificinae totaux | 0,979 | 2,81*10% | 0633 | 2,74*10° | 0,676 | 0,0065 | 0,545 | 0,037
Indice I0BS 0,866 |2,66*107| 0694 | 50710° | 0903 |861*10°| 0814 | 0,0022
Indice IOBS - IOBSgen 0,809 | 7,00110° | 0919 |4,64*10°| 0,854 | 0,001

3.4 Méthode Morpho vs méthodes de metabarcoding ADN(e)

3.4.1 Méthode SHDéth

D’importantes différences entre les pourcentages des espéces, familles, sous-familles et groupes
de Tubificinae avec et sans soies capillaires obtenus morphologiquement et génétiquement ont été
observées (Tab. 4). On observe une nette sous-estimation des abondances des Naidinae et des
Enchytraeidae obtenues génétiquement. Parmi les Naidinae, les abondances des espéces du
genre Nais (Nais spp.) sont toutes fortement sous-estimées, en particulier Nais elinguis dont I'abon-
dance sur 5 sites est 45 & 963 fois plus élevée morphologiquement. L’analyse génétique a permis
de détecter un nombre significatif d’espéces d’Enchytraeidae mais le plus souvent en trés faible
abondance (<1%). Les abondances des Lumbriculidae sont nettement surestimées au niveau de
plusieurs sites (TIN, BEN, Grab, Fle, Urt, ECH, VEN et Sor). Par ex. I'échantillon VEN contient 3%
de Lumbriculidae (selon I'analyse morphologique), alors que I'analyse génétique a détecté dans
cet échantillon 70% de Lumbriculidae avec une large majorité des reads correspondant a I'espece
Stylodrilus lemani, non trouvée morphologiquement. L'abondance des Tubificinae avec soies ca-
pillaires est nettement surestimée génétiquement sur 10 sites, alors que celle des Tubificinae sans
soies capillaires est nettement sous-estimées génétiquement sur 10 sites.

Les nombre de taxons par site détectés genétiguement sont plut6t élevés a tres élevés. On observe
sur huit sites un nombre de taxons identifiés génétiguement nettement plus élevé que celui des
taxons identifiés morphologiquement (2 a 3 fois plus élevé) (Tab. 4:).

Les corrélations entre les nombres de taxons et pourcentages de Naidinae obtenus morphologi-
guement et génétiquement ne sont pas significatives (Tab. 5:). Les corrélations entre les pourcen-
tages d’Enchytraeidae, Lumbriculidae et Tubificinae avec/sans soies capillaires et de Tubificinae
totaux obtenus sur la base de données morphologiques et génétiques sont significatives a tres
significatives mais les coefficients de détermination sont plutdt bas, excepté celui de la corrélation
des pourcentages de Tubificinae totaux.

Les diagnostics écologiques établis sur la base des notes d'lOBS obtenues a partir des données
morphologiques et génétiques sont pour la plupart concordants (70% des cas). Les corrélations
entre les valeurs d'IOBS obtenues génétiquement et morphologiquement sont trés significatives.
On observe six discordances de type objectif de bonne qualité atteint/non atteint, dont cing impor-
tantes, entre les valeurs d'lOBS obtenues sur la base des données morphologiques et génétiques.




Les explications de ces discordances sont : le nombre de taxons trés élevé pour les sites Sey,
Land et MOH, un biais du pourcentage de tubificidés avec soies capillaires pour le site UNIL, un
biais du pourcentage de tubificidés sans soies capillaires pour le site Ven et a la fois le nombre
élevé de taxons et un biais du pourcentage de tubificidés sans soies capillaires pour le site Sor
obtenus avec les données génétiques. Pour certains sites (par ex. Spez18, Spez17 et SP027), une
concordance entre valeurs d'lOBS a été obtenue grace a des biais des pourcentages de tubificidés
sans ou avec soies capillaires obtenus avec les données génétiques.

L’application du calcul de l'indice IOBSgen permet sur le présent jeu de données de supprimer
deux discordances de type objectif de bonne qualité atteint/non atteint et d’améliorer la corrélation
entre les valeurs d’'indice calculé avec les données morphologiques et génétiques (Tab. 4; Tab. 5).
La plus grande valeur du dénominateur qui résulte de cette modification de calcul permet de rendre,
pour certains sites avec un nombre de taxons trés élevé, la valeur de I'lOBS plus proche de celle
obtenue avec I'analyse morphologique. De plus, en modifiant la limite supérieure de la classe de
qualité moyenne de sorte qu’elle se situe a IOBSgen = 3,5, on supprime deux discordances de
type objectif de bonne qualité atteint/non atteint supplémentaires.

3.4.2 Méthode SHDmélI

On observe quelques variations des résultats entre les réplicats d’'un méme site, en termes d’abon-
dances d’espéces et de familles/sous-familles/groupes de Tubificinae avec/sans soies capillaires
et de valeurs de I'lOBS. Par exemple, dans chacun des deux échantillons LAND, un seul spécimen
de Chaetogaster diaphanus (Naidinae) a été introduit (Annexe 2 Tab. 8), alors que cette espéce a
été détectée avec un pourcentage de 3,2% dans un des échantillons et de 24,3% dans l'autre
échantillon.

Les nombres de taxons obtenus par I'analyse morphologique et génétiques sont globalement as-
sez proches (Tab. 4). La corrélation entre nombre de taxons obtenus morphologiquement et géné-
tiquement s’avere trés significative pour les mélanges 1 (Tab. 5).

Des différences significatives des pourcentages d’espéces, familles/sous-familles et groupes de
Tubificinae avec/sans soies capillaires sont observées entre la morphologie et la génétique. Les
abondances des Enchytraeidae et Naidinae sont nettement sous-estimées par I'analyse génétique,
sauf dans le mélange 2 de Fle et le mélange 2 de Grab concernant les Enchytraeidae et dans le
mélange 2 de LAND concernant les Naidinae. Dans ce dernier échantillon, le % élevé (24,5%) de
Naidinae est expliqué par une nette surestimation de I'abondance de Chaetogaster diaphanus,
présent dans I'échantillon a raison d’'un seul exemplaire. Dans les échantillons UNIL, 'abondance
de Nais spp. est trés nettement sous-estimée (0,27% et 2,14%), puisque 35 spécimens de ce genre
ont été introduit dans le mélange 1 (soit 70%) et 24 dans le mélange 2 (soit 48%). Idem pour les
mélanges du site Urt, dans lesquels 13 et 12 spécimens de Nais spp. ont été introduits et ou les
especes de ce genre ont a peine été détectées génétiquement (<0,3%). Les pourcentages de Tu-
bificinae avec et sans soies capillaires obtenus morphologiquement et génétiquement different
également de maniére significative sur tous les sites, sauf Grab et TIN. Par ex., pour le site Fle, le
pourcentage de Tubificinae sans soies capillaires est d’env. 57% dans les deux mélanges, alors
qu’il n’est que de 30% pour la morphologie et que 11 spécimens de Tubificinae sans soies capil-
laires ont été introduits dans le mélange 1 (soit 22%) et 13 dans le mélange 2 (soit 26%).

Les corrélations les plus significatives entre pourcentages des familles, sous-familles et groupes
de Tubificinae avec/sans soies capillaires dérivées a partir des données morphologiques et géné-
tiques ont été obtenues pour les Enchytraeidae, malgré la sous-estimation avec 'analyse géné-
tique de I'abondance de cette famille dans plusieurs échantillons, les Lumbriculidae et les Tubifici-
nae totaux (Tab. 5). Les corrélations entre les abondances de Naidinae, Tubificinae avec soies
capillaires et Tubificinae sans soies capillaires obtenues morphologiquement et génétiquement
sont non significatives pour les deux mélanges (Tubificinae sans soies capillaires) ou un des deux
mélanges (Naidinae et Tubificinae avec soies capillaires).
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Les diagnostics écologiques établis sur la base des notes d'lOBS obtenues a partir des données
morphologiques et génétiques sont en majorité concordants (78% des cas pour les mélanges 1 et
63% pour les mélanges 2). Les corrélations entre valeurs d'lOBS obtenues morphologiquement et
génétiquement sont trés significatives. On observe trois discordances de type objectif de bonne
qualité biologique atteint/non atteint entre les valeurs d’lOBS obtenues avec la morphologie et la
génétique (site Fle, LAND et UNIL). Pour le site de Fle, la sous-estimation de la qualité biologique
obtenue avec I'analyse génétique est expliquée par une surestimation des abondances de tubifici-
dés sans soies capillaires. La surestimation de la qualité biologique dans le mélange 2 de LAND
est expliquée par une sous-estimation du % de tubificidés sans soies capillaires, mais le % de
spécimens de tubificidés sans soies capillaire introduits dans ce mélange n’a pas été noté. Pour le
site UNIL, la sous-estimation de la qualité biologique est expliquée par une trés nette sous-estima-
tion des abondances des Naidinae et une nette surestimation des abondances des tubificidés sans
soies capillaire.

L’application du calcul de l'indice IOBSgen et I'adaptation des limites des classes de qualité pro-
posée par Vivien et al. (2019) permet sur le présent jeu de données de supprimer deux discor-
dances de type objectif de bonne qualité atteint/non atteint (sites Fle et LAND) et d’améliorer Iégé-
rement la corrélation entre les valeurs d’indice calculé avec les données morphologiques et géné-
tiques (Tab. 4:; Tab. 5:).

3.5 Méthode SHDspm vs méthodes de metabarcoding ADN(e)

Les résultats de ces comparaisons sont décrits en annexe (Annexe 2 Tab. 9; Annexe 2 Tab. 10).
Seule une analyse des lignées systématiquement sur- ou sous-estimées par les méthodes de me-
tabarcoding est reportée (cf. § 2.12).

Vingt lignées ont été détectées a la fois par la méthode SHDspm et la méthode SHDéth sur au
moins 3 sites différents. L’abondance de seulement 7 de ces 20 lignées a été systématiquement
sous ou surestimée par la méthode SHDeth. Les degrés de sous ou surestimation des abondances
de ces 7 lignées sont toutes trés variables suivant les sites : 'abondance de la lignée Henlea per-
pusilla E16 a été sous-estimée (par la méthode SHDeth) de 2,3 a 57,4 fois, celle de la lignée
Buchholzia appendiculata E37 de 6,5 a 32,8 fois, celle de la lignée Nais communis N3 de 49,2 &
412,2 fois, celle de la lignée Nais elinguis N4 de 39,5 & 883 fois, celle de la lignée Tubifex tubifex
T11 de 60,2 a 477,7 fois et celle de la lignée Lumbriculidae sp. LL5 de 78,2 a 226,2 fois; I'abon-
dance de la lignée Tubifex tubifex T10 a été surestimée (par la méthode SHDeth) de 2,6 & 14,9
fois.

Seules huit lignées ont été détectées a la fois par la méthode SHDspm et la méthode SHDméI sur
au moins 3 sites différents. L’abondance de seulement 5 de ces 8 lignées a été systématiquement
sous ou surestimée par la méthode SHDmel. Les niveaux de sous-estimation ou de surestimation
des abondances de ces 5 lignées sont trés variables suivant les sites : I'abondance de Nais elinguis
N4 a été sous-estimée (par la méthode SHDmel) de 55 a 636 fois, celle de Psammoryctides bar-
batus T8 de 1,8 & 64,8 fois, celle de Tubifex tubifex T11 de 110 & 9539 fois et celle de Limnodrilus
udekemianus T23 de 2,8 a 330 fois ; 'abondance de Potamothrix bavaricus T7 a été surestimée
(par la méthode SHDmel) de 1,1 a 6,3 fois.

3.6 Base de données COI de référence

Un total de 78 nouvelles lignées a été obtenu, 11 par le séquencage Sanger de spécimens sélec-
tionnés (barcoding), 44 par le SHDspm, 17 par le SHDéth et 6 par le SHDmél (Annexe 2 Tab. 11
et Annexe 3). 42 nouvelles lignées d’Enchytraeidae, 8 de Naidinae, 1 de Pristininae, 11 de Tubifi-
cinae, 6 de Lumbriculidae, 2 de Lumbricidae, 2 de Rhyacodrilinae, 5 d’Haplotaxidae et 1 Oli-
gochaeta sp. ont été obtenues.

Plusieurs nouvelles especes cryptiques pour la Suisse ont été identifiées : une 2éme espece de
Lumbriculus variegatus (LL10), une 7éme espéce de Limnodrilus hoffmeisteri (T43), une 2éme




espece de Potamothrix heuscheri (T41), une 2éme espéce d’Aulodrilus pluriseta (T42), 2 espéces
supplémentaires de Chaetogaster diastrophus (N19, N23) (3 espéces de C. diastrophus détectées
en Suisse), une 2éme espéce de Chaetogaster diaphanus (N18), une 4eme espéce de Globulidri-
lus riparius (E76), une 2eme espéce d’Enchytraeus buchholzi (E50) et 5 espéces d’Haplotaxis gor-
dioides supplémentaires (6 especes d’H. gordioides détectées en Suisse) (Martin et al., 2023).

La lignée N20 a été obtenue par séquencage Sanger (barcoding) mais la partie antérieure du spé-
cimen séquencé n’a pas été conservée, en raison de sa trés petite taille. Il s'agit probablement
d’'une espece appartenant au genre Chaetogaster. A noter que I'espéce T4 reportée comme étant
un Aulodrilus pluriseta (Vivien et al., 2017) pourrait étre en fait un Aulodrilus japonicus (communi-
cation de Christer Erséus), mais ceci doit étre confirmé. Si c’est le cas, ce serait la premiére men-
tion de I'espéce A. japonicus en Suisse et la lignée T42 serait la premiére mention d’une séquence
d’Aulodrilus pluriseta en Suisse. Ces deux espéces ne peuvent étre distinguées que par dissection
(Timm, 2009), donc nous avons pu jusqu’'a présent identifier (faussement) les spécimens d’A. ja-
ponicus comme appartenant a I'espéce A. pluriseta dans nos inventaires morphologiques.
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4 Discussion

4.1 Méthode SHDspm

Des corrélations trés significatives entre les valeurs de I'indice IOBS dérivées a partir des données
morphologiques et de séquencage a haut débit de spécimens marqués ont été observées. La va-
leur du coefficient de détermination R? est particuliérement élevée compte tenu du jeu de données
important (n=29). Relevons toutefois que la valeur élevée du coefficient de détermination est en
partie expliquée par le fait que le jeu de données comprend un nombre élevé de sites préservés et
fortement impactés.

Les résultats ont montré de bonnes concordances entre les abondances des espéces, familles,
sous-familles et groupes de Tubificinae avec et sans soies capillaires obtenues morphologique-
ment et génétiguement. Les discordances observées entre les nombres de taxons obtenus avec
la morphologie et la génétique peuvent étre expliquées par les facteurs suivants:

e les analyses génétiques permettent de détecter des espéeces non ou difficilement identi-
fiables morphologiquement- un plus grand nombre de spécimens a été identifié par site mor-
phologiquement (100 spécimens) que génétiquement (48 spécimens)

e dans le calcul de l'indice, les taxons Tubificinae avec/sans soies capillaires, Lumbriculidae
et Lumbricidae non reconnaissables a I'état immature comptent comme des taxons, car
théoriquement ces taxons peuvent appartenir a des especes différentes de celles identifiées
dans I'’échantillon.

Les trois discordances importantes de type « objectif de bonne qualité biologique atteint/non atteint
» entre résultats de la morphologie et de la génétique ont toutes été expliquées par des différences
des nombres de taxons obtenus entre les deux méthodes.

Etant donné que pour ce type d’analyse génétique les spécimens sont sortis et séquencés indivi-
duellement, les abondances des especes, sous-familles, familles et groupes de Tubificinae avec
et sans soies capillaires sont correctes et fiables. Dans les cas de discordance entre les valeurs
d’'IOBS calculées avec les données morphologiques et celles calculées avec les données géné-
tigues, nous ne pouvons pas trancher sur la méthode qui fournit le diagnostic écologique le plus
correct. Nous proposons pour l'instant de conserver le méme calcul d'lOBS entre I'approche mor-
phologique et I'approche génétique en attendant de compléter le jeu de données incluant a la fois
les résultats de chimie, morphologie et génétique pour permettre de lever cette incertitude.

Cette approche génétique permettant d’évaluer avec précision I'abondance de chaque espéce (li-
gnée) présente dans un échantillon représente un réel intérét en écologie. Elle peut permettre de
fournir des diagnostics écologiques plus fiables, plus précis et plus complets que ceux établis sur
la base de I'’étude morphologique, de mieux connaitre I'écologie des espéces, en particulier leur
degré de sensibilité aux différents polluants, et de déterminer de maniére optimale des seuils d’ef-
fets des polluants présents dans les sédiments sur les communautés d’oligochétes (Vivien et al.,
2020a).

Cependant, dans le cadre de ce projet, nous n’avons pas pu rendre la méthode SHDspm applicable
en routine. Notre objectif initial était de ne pas vérifier les amplifications d’ADN sur gel et de ne pas
guantifier les produits de PCR. Or, nous avons obtenu un taux de succes d’amplification de I’ADN
des spécimens plus faible que prévu. Nous avons donc décidé, afin d’assurer d’obtenir des résul-
tats positifs, d’ajouter des étapes de vérification des amplifications d’ADN sur gel et de répétitions
des PCR (en testant plusieurs dilutions de la guanidine) n’ayant pas donné de bande visible sur
gel. De plus, nous avons ajouté dans les mélanges la méme quantité d’ADN entre spécimens. Les
causes du taux de succés d’amplification insuffisant n’ont jusqu’a présent pas pu étre déterminées
de maniere certaine et pourraient étre multifactorielles. Mais le fait que pour un nombre important
de spécimens, 'ADN n’a pas été amplifié lors de la premiére PCR, puis amplifié lors de la seconde
PCR sans modification de la dilution laisse penser que le probléme pourrait venir des conditions
des PCR, par ex. un nombre de spécimens amplifiés par série de PCR trop important.




Cette méthode a donc été validée dans le cadre de ce projet et peut déja étre appliquée pour
I’évaluation de la qualité biologique des sédiments. Toutefois, le colt de I'analyse en suivant le
protocole de la présente étude est élevé. La méthode SHDspm demande donc encore du dévelop-
pement technique afin de pouvoir étre utilisée dans les analyses de routine. Nous projetons de
tenter d’optimiser les conditions des PCR pour améliorer le taux de succés d’amplification et de
tester sur les échantillons d’OligoGen (préts pour étre analysés a nouveau) la méthodologie avec
guanidine raccourcie sans vérification des amplifications d’ADN sur gel et sans quantification de
I’ADN dans les produits de PCR. Des tests de méthodes automatisables d’extraction d’ADN avec
des kits commerciaux sont également envisagés.

4.2 Méthodes de metabarcoding ADN(e)

4.2.1 Méthode SHDéth

Des corrélations trés significatives entre les valeurs de 'indice IOBS dérivées a partir des données
morphologiques et de séquencage a haut débit des échantillons d’éthanol (sans et avec modifica-
tion du calcul de I'lOBS) ont été observées. La valeur plutét élevée du coefficient de détermination
R? obtenue est expliquée par le fait que le jeu de données comprend un nombre élevé de sites
préservés (sans ou avec un trés faible % de taxons résistants aux pollutions, 6 sites) et fortement
impactés (présence unique ou large prédominance de taxons résistants aux pollutions, 7 sites).

Les différences importantes entre les abondances des espéces, familles, sous-familles et groupes
de Tubificinae avec et sans soies capillaires obtenues morphologiquement et génétiquement peu-
vent étre expliquées par les facteurs suivants :

e biomasse variable entre espéces et entre spécimens d’'une méme espéce
¢ variation du nombre de copies du géne COI entre spécimens

o degré d'affinité pour la liaison des primers et de ’ADN polymérase pouvant étre variable
entre les espéeces

e compétition entre especes pour la liaison des primers et de 'ADN polymérase (Vivien et al.,
2016).

La nette sous-estimation des abondances des Enchytraeidae et Naidinae par I'analyse génétique
est probablement expliquée par la faible biomasse qui caractérise la plupart des espéces de ces
deux taxons, et donc par un relachement moindre de leur ADN dans I'éthanol par rapport a des
especes de plus grande taille. Par ex., Derycke et al. (2021) et Erdozain et al., (2019) ont montré
gue le metabarcoding basé sur I'extraction d’ADN a partir de I'éthanol ne permettait pas la détection
d’espéces de macroinvertébrés présentant une faible biomasse.

Un facteur qui pourrait aussi influer sur les pourcentages de taxons obtenus est la méthode d’ex-
traction de ’ADN utilisée (kit Qiagen). Le kit Qiagen s’est en effet révélé non adéquat pour amplifier
I’ADN de spécimens d’oligochétes isolés (résultats observés, non publiés). Méme si I'amplification
de COl dans les échantillons d’éthanol au moyen de ce kit a donné sur gel des bandes trés nettes,
seule une partie de I'’ADN présent dans chaque échantillon pourrait avoir été amplifiée.

La méthode SHDéth s’est révélée tres performante pour la détection d’especes présentes dans un
échantillon, le nombre de taxons par site obtenu génétiquement ayant été sur plusieurs sites net-
tement plus élevé que celui des taxons identifiés morphologiquement. Comme les sédiments ont
été tamisés avant ajout de I'’éthanol, on peut exclure que les nombre de taxons élevés sur ces sites
soient expliqués par une surestimation du nombre d’espéces réellement présentes dans les sédi-
ments échantillonnés.

Etant donné que les diagnostics écologiques sont basés en grande partie sur le pourcentage de
chaque espéce présente dans un échantillon, il serait nécessaire de corriger les nombres de reads
des espéces dont I'abondance est systématiquement sur ou sous-estimée dans les échantillons
au moyen de 'application de facteurs de correction. La comparaison directe des résultats entre les
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méthodes SHDspm et SHDéth a cependant montré que la sous-estimation ou surestimation de
I’'abondance par I'analyse génétique n’était constante que pour un petit nombre de lignées et que
le degré de sur ou de sous-estimation de I'abondance de ces lignées pouvait étre trés variable
entre les sites.

La division du nombre de taxons par le pourcentage de tubificidés totaux (IOBSgen) et I'adaptation
de la limite supérieure de la classe de qualité moyenne de I'indice génétique ont permis de suppri-
mer quatre discordances importantes entre la morphologie et la génétique. Il reste deux discor-
dances importantes entre la morphologie et la génétique, dont celle du site UNIL ou I'abondance
des Naidinae a été trés fortement sous-estimée par la génétique, qui ne pourrait pas étre suppri-
mée par le biais d’'une modification du calcul de l'indice ou des limites de classes de qualité. Seule
une correction des nombres de reads obtenus pourrait permettre de rendre pour le site UNIL les
résultats des indices calculés avec les données morphologies et génétiques concordants.

Méme si la modification de calcul de I'indice et I'adaptation des limites des classes de qualité ont
permis de rendre les diagnostics écologiques établis avec les analyses morphologique et génétique
plutdt concordants, la méthode SHDéth ne peut actuellement pas étre validée. Le nombre de don-
nées est encore peu élevé et la modification de calcul et 'adaptation des limites des classes de
qualité proposées ici pourraient ne pas convenir a d’autres jeux de données. De plus, la nette sous-
estimation des abondances des Naidinae et Enchytraeidae par I'analyse de I'éthanol est problé-
matique, en particulier lorsque les taxons sensibles ne sont représentés que par ces deux taxons
ou que par I'un ou I'autre de ces deux taxons (par ex. site UNIL).

Les perspectives sont tout d’abord de tester la méthode SHDéth en utilisant d’autres méthodes
d’extraction de ’ADN (par ex. guanidine, kits commerciaux) que le kit Qiagen. Si les pourcentages
de taxons obtenus en utilisant d’autres méthodes d’extraction restent biaisés, nous pourrions alors
tester si l'utilisation de primers spécifiques des oligochétes (a développer) et I'application de fac-
teurs de correction des nombres de reads pourraient permettre d’estimer les abondances des es-
péces et en particulier celles des Enchytraeidae et Naidinae de maniére plus juste.

4.2.2 Méthode SHDméI

Des corrélations trés significatives entre les valeurs de I'indice IOBS dérivées a partir des données
morphologiques et de séquencgage a haut débit de mélanges de spécimens (sans et avec modifi-
cation du calcul de I'lOBS) ont été observées. Toutefois, relevons que le nombre de données est
faible et le choix des sites explique la valeur élevée du coefficient de détermination R? obtenue,
deux sites étant préservés (sans ou avec un trés faible % de taxons résistants aux pollutions) et
deux sites fortement impactés (présence unique ou large prédominance de taxons résistants aux
pollutions).

Les différences entre les abondances des espéces, familles, sous-familles et groupes de Tubifici-
nae avec et sans soies capillaires obtenues génétiquement d’une part et par I'analyse morpholo-
gique et les relevés des taxons introduits dans chaque mélange d’autre part peuvent étre expli-
guées par les facteurs suivants :

e biomasse variable entre tissus des spécimens introduits (il est en effet tres difficile de dé-
couper des quantités de fragment de tissus identiques (biomasse similaire) entre spécimens,
la taille et I'épaisseur des spécimens variant de maniére importante

e variation du nombre de copies du géne COI entre spécimens
e degré d’affinité pour la liaison des primers et de ’ADN polymérase variable entre les espéces

e compétition entre espéces pour la liaison des primers et de ’ADN polymérase (Vivien et al.,
2016).

La sous-estimation de I'abondance de la plupart des especes d’Enchytraeidae et de Naidinae pour-
rait étre expliqguée en partie par une quantité de tissu moindre des spécimens de ces especes




introduits dans les mélanges. Par ex., I'espece Marionina argentea (Enchytraeidae), dont I'abon-
dance a été sous-estimée génétiquement, est de trés petite taille et a un corps tres fin. Méme si
les spécimens de cette espéce ont été introduits dans les mélanges en entier, leur biomasse reste
sans doute trés faible.

Comme pour la méthode SHDéth, la méthode d’extraction de 'ADN utilisée (kit Qiagen) pourrait
avoir influé sur les pourcentages de taxons obtenus (voir § 4.2.1.).

Les résultats de la structure des communautés et des notes d’indice IOBS obtenus dans les répli-
cats d’'un méme site sont en général plutét concordants. Les différences entre réplicats peuvent
étre expliquées par des abondances différentes de taxons introduits dans chaque mélange et par
des degrés d’amplifications de certaines espéces différents entre réplicats, par ex. I'espéce
Chaetogaster diaphanus pour les échantillons du site LAND (cause indéterminée).

Bien que la diversité générale obtenue génétiquement sur les 9 sites soit nettement plus importante
gue celle obtenue morphologiquement, les nombre de taxons par site obtenus génétiquement sont
globalement proches de ceux obtenus avec I'analyse morphologique.

Comme pour la méthode SHDéth, il serait nécessaire d’essayer de corriger les nombres de reads
des lignées dont I'abondance est systématiquement sur ou sous-estimée dans les échantillons au
moyen de I'application de facteurs de correction. La comparaison directe des résultats entre les
méthodes SHDspm et SHDmél a cependant montré que la sous-estimation ou surestimation de
I'abondance par I'analyse génétique n’était constante que pour un nombre restreint de lignées et
que le degré de sur ou de sous-estimation de I'abondance de ces lignées pouvait étre trés variable
entre les sites.

De plus, soulignons que les facteurs de correction établis sur la base d’un jeu de données peuvent
ne pas étre applicables a d’autres jeu de données. Par ex., Vivien et al. (2016) ont analysé des
mélanges de spécimens d’oligochétes (metabarcoding) et séquencé en parallele chaque spécimen
des mélanges avec la méthode Sanger. Cette approche est idéale pour la détermination de fac-
teurs de corrections, comme I'abondance réelle de chaque lignée dans un mélange est connue.
Les facteurs de correction de plusieurs lignées proposées dans cette étude ne seraient pas adap-
tés au présent jeu de données. Par ex., 'abondance de la lignée Nais elinguis N4 est sous-estimée
d’env. 5 fois par I'analyse de mélange de spécimens dans Vivien et al. (2016), alors qu’elle I'est de
plus de 50 fois dans la présente étude.

Dans le présent jeu de données, la double modification du calcul de I'indice et des limites des
classes de qualité a permis de supprimer deux discordances importantes entre la morphologie et
la génétique. Il reste une discordance importante expliquée par une abondance de Naidinae net-
tement sous-estimée (site UNIL) par I'analyse génétique. Seule une correction des nombres de
reads obtenus pourrait permettre de rendre sur ce site les résultats des indices calculés avec les
données morphologies et de la génétiques concordants.

Nos résultats montrent que la modification du calcul de l'indice et I'adaptation des limites des
classes de qualité pourrait étre adaptées pour I'analyse de mélanges de spécimens. Cette méthode
génétique ne peut toutefois pas étre validée a ce stade, le nombre de données disponibles étant
encore faible, et comme pour la méthode SHDeth, il serait nécessaire de poursuivre des re-
cherches pour tenter de résoudre le probléeme de I'estimation incorrecte des abondances des es-
péces, notamment de la sous-estimation des abondances des Naidinae et Enchytraeidae.

Les perspectives sont identiques a celles proposées pour la méthode SHDeth, a savoir tout d’abord
de tester la méthode SHDméIl en appliquant d’autres méthodes d’extraction de ’ADN que le kit
Qiagen, et en cas d’'une absence d’amélioration des résultats, le développement et 'utilisation de
primers spécifiques des oligochétes et le test de I'application de facteurs de correction des nombres
de reads.
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4.3 Base de données COI de référence

Un grand nombre de nouvelle lignées (78) a été obtenu, principalement grace aux analyses de
séquencage a haut débit. Le nombre total de lignées de la base de données COl suisse des oligo-
cheétes aquatiques est actuellement de 184 (79 Enchytraeidae, 6 Lumbricidae, 24 Naidinae, 2 Pris-
tininae, 4 Rhyacodrilinae, 51 Tubificinae, 6 Haplotaxidae et 12 Lumbriculidae). Il est probable que
la base de données actuelle couvre la grande majorité des especes communes en Suisse. Toute-
fois, il reste encore certainement un grand nombre d’espéces présente en Suisse qui n’ont pas
encore été séquencées, entre autres des espéces rares ou plutdt rares présentes dans des milieux
préservés (par ex. les sources de cours d’eau).

Il est crucial de bénéficier de bases de données COI complétes lorsqu’on assigne taxonomique-
ment les séquences pour évaluer la qualité biologique des milieux. Dans le cas du SHDspm, cela
permet d’assigner rapidement les séquences obtenues et d’éviter un travail chronophage de cons-
truction d’arbres et de calculs des pourcentages de variation génétiques. Pour les méthodes de
metabarcoding, cela permet de ne pas passer a coté d’espéces (les séquences divergeant de plus
de 10% des séquences des bases de données sont perdues). Dans cette étude, I'assignation des
séquences obtenues par metabarcoding ADN(e) effectuée aprées la mise a jour de la base de don-
nées de référence suite au travail spécifique sur le barcoding et a I'application de la méthode de
SHDspm a permis de détecter lors des analyses d’éthanol (SHDeth) et de mélanges de spécimens
(SHDmel) certaines espéeces (par ex. les lignées Fridericia dura/ratzeli E22, Enchytraeidae sp. E27
et Enchytraeus buchholzi E50).

L’enrichissement de notre base de données devra a 'avenir étre poursuivi, par le biais de travaux
spécifiques sur le barcoding (séquencage Sanger de spécimens sélectionnés), mais également en
appliquant des méthodes de séquencage a haut débit (spécimens marqués, metabarcoding
ADN(e)) permettant une détection rapide de nouvelles lignées.

4.4 Synthése de I’état d’avancement de la recherche sur les différentes mé-
thodes génétiques et les perspectives de développement

Le tableau 6 dresse un bilan de I'état d’avancement du développement des méthodes SHDspm,
SHDéth et SHDméI. La méthode SHDspm est applicable pour I’évaluation de la qualité biologique
des sédiments. Toutefois, du développement est nécessaire pour rendre le colt de cette analyse
moins élevé. Pour les méthodes de metabarcoding ADN(e), il serait nécessaire de tenter de réduire
significativement les biais des abondances des especes, familles et sous-familles présentes dans
un échantillon, avant de pouvoir proposer ces méthodes pour I'évaluation de la qualité des milieux.




Tab. 6: Avantages, limites, applicabilité et perspectives de développement des méthodes basées sur le sé-
quengage a haut débit des spécimens marqués génétiquement (SHDspm), de I'éthanol (SHDéth) et des mé-
langes de spécimens (SHDméI) ; * valeurs obtenues apreés modification du calcul de I'indice (IOBSgen)

Perspectives de développe-

Avantages Limites Applicabilité ment
Corrélations trés significatives entre
valeurs d’'lOBS obtenues a partir des
données morphologiques et géné-
tiques (n=29, R?=0,87, p=2,7*10%)
Tri aléatoire des spécimens et identi-
fication individuelle permet une repré- | Codt de 'analyse nette- - Tester la méthode avec
sentativité optimale des principales ment plus élevé que le . . guanidine en optimisant les
N 3 , . . M Méthode vali- .
especes présentes dans un échantil- | colt de l'indice IOBS dée. mais du conditions des PCR et sans
lon classique. Le codt es- dévélo o les étapes de vérification des
. timé par site avec la mé- ppe- amplifications sur gel et de
Méthode - P ment est né- S ,
Estimations correctes des abon- thode génétique est : quantification d’ADN
SHDspm N } BN cessaire pour
dances des espéces, familles et d’environ CHF 2000- diminuer le
sous-familles - les pourcentages 2400, alors que celui de N , - Tester d’autres méthodes
e s | o , ) colt de 'ana- , ) )
des différentes espéces sont utili- I'analyse morphologique lvse d’extraction d’ADN avec des
sables pour compléter/corriger les est estimé a environ y kits commerciaux (si possible
diagnostics écologiques établis sur la | CHF 1200 automatisables)
base de la seule note de l'indice
I0BS
Par rapport a la morphologie, chaque
individu est identifié a 'espece (li-
gnée) et identifications tres fiables
Biais dans I'estimation
des abondances des es-
Corrélations trés significatives entre péces, familles et sous-
valeurs d’lOBS obtenues a partir des | familles - pas de possi-
données morphologiques et géné- bilité d’utiliser les pour- Méthode non | - Prioritaire: tester la méthode
tiques (n=20, R?=0,81, p=7*10%)* centages des especes validée, né- SHDéth en appliquant
pour compléter/corriger cessite du d’autres méthodes d’extrac-
Forte capacité de détection des es- les diagnostics écolo- développe- tion que le kit Qiagen
péces, y compris des espéces tres giques établis sur la ment pour ré-
Méthode peu abondantes dans un échantillon base de la seule note de | duire les - Développer et utiliser des
SHDéth l'indice IOBS biais des primers spécifiques des oli-
Pas de tri manuel des spécimens abondances gochetes
aprés tamisage du sédiment - codt L’absence de tri des des especes,
de 'analyse avantageux en mode spécimens peut entrai- familles et - Application de facteurs de
screening (biodiversité) (estimé a ner une représentativité sous-fa- correction des nombres de
CHF 800) insuffisante d’un certain milles. reads
nombre d’espéces pré-
sentes dans un échantil-
lon, par ex. celles de pe-
tite taille
Biais dans I'estimation
Corrélations trés significatives entre d?S abonda}nces des es- Méthode non | - Prioritaire: tester la méthode
' N . péces, familles et sous- . . . ;
valeurs d’lOBS obtenues a partir des - . validée, né- SHDmél en appliquant
. ) . familles - pas de possi- - ) . )
données morphologiques et géné- e cessite du d’autres méthodes d’extrac-
. _ P -Gy bilité d’utiliser les pour- . . N
tigues (n=9, R*=0,92, p=4,6*107; s développe- tion que le kit Qiagen
o DI _ N centages des especes .
n=8, R*=0,85, p=0,001) our compléter/corriaer ment pour ré-
Méthode pour pietericorrig duire les - Développer et utiliser des
. o - . les diagnostics écolo- o : e :
SHDmél Tri aléatoire des spécimens et dé- . P biais des primers spécifiques des oli-
o - giques établis sur la N
coupe des spécimens (quantité de base de la seule note de abondances gochétes
tissu similaire entre spécimens) per- o des espéces,
- . L l'indice IOBS . L
met de favoriser une représentativité familles et - Application de facteurs de
des principales espéces présentes A L sous-fa- correction des nombres de
dans un échantillon Colt par site équivalent milles. reads

a celui de 'analyse mor-
phologique (CHF 1200)
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4.5 Synergies avec le développement de méthodes génétiques pour éva-
luer la qualité biologique des sédiments des lacs

La qualité biologique des sédiments des lacs peut étre évaluée en étudiant la composition des
communautés d’oligochétes (AFNOR, 2016; Lafont et al., 2012) et a la fois celle des communautés
d’oligochetes et de chironomes (indice IQB-AL, Lods-Crozet & Chevalley, 2016).

Il a été démontré que la méthode de SHDspm convenait pour évaluer la qualité des sédiments des
lacs a I'aide des communautés d’oligochétes (Vivien et al., 2020b). La résolution du probléme tech-
nique pour rendre la méthode oligochétes génétique utilisable en routine permettrait aussi son ap-
plication pour évaluer la qualité des sédiments dans les lacs.

Il est actuellement testé si la méthode SHDspm pourrait étre transférable a I'’étude de la composi-
tion des communautés de chironomes. Il est prévu d’'une part d’établir une base de données de
référence des séquences COIl des chironomes présents dans les lacs suisses et d’autre part de
comparer les résultats des diagnostics écologiques (indice 1QB-AL) établis a partir de données
morphologiques et génétiques (sites du Léman, du lac de Joux et du lac Duzillet).
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Annexes
Annexe 1

Expérience en laboratoire sur I’ADN extrait de I’eau porale (méthodes, ré-
sultats et discussion)

Nous avons effectué I'expérience en laboratoire décrite ci-dessous pour déterminer si ’ADN extrait
de l'eau interstitielle (présente dans les sédiments) pourrait étre utilisée pour évaluer la diversité
des espéces d’oligochétes présentes dans les sédiments.

Méthodes

Quatre grands béchers de 5 litres contenant du sable lavé (2 cm de hauteur) ont été préparés. Des
oligochétes provenant d’une culture (SARL Grebil, France) ont été introduits dans 3 béchers tandis
gue le 4éme bécher a servi de contréle négatif. Dans un des trois béchers, 110 oligochétes (densité
= 521/0,1m?), dans le second 392 oligochétes (densité = 1858/0,1m?) et dans le troisi€me, 750
oligochétes (densité =3555/0,1m?) ont été ajoutés. Ces trois densités correspondent a des densités
faibles, moyennes et fortes d’oligochétes observées dans les cours d’eau (Vivien et al., 2020a).
Les béchers ont été conservés pendant 3 semaines a une température de 21°C, avec I'eau aérée
au moyen d’'une pompe a air et les oligochétes ont été nourris 2 fois par semaine avec 0,1-0,3 g
de Tetramin.

Aprés les 3 semaines, I'eau interstitielle a été récoltée dans chacun des 4 béchers. Une grande
partie de I'eau surnageante a tout d’abord été retirée par siphonage, jusqu’a laisser env. 1 cm de
hauteur d’eau surnageante, ce qui correspond a env. 100 ml d’eau par bécher. Puis les sédiments
ont été mélangés énergiquement quelques secondes, et toute I'eau (env. 100ml) a été transvasée
dans un récipient de 5L (préalablement lavé) en la faisant passer a travers un tamis de vide de
maille de 0,2 mm pour retenir les oligochétes. L’eau a ensuite été transférée dans 2-3 tubes Falcon
de 50 ml par échantillon, puis les tubes ont été conservés a -20°C.

Les méthodes d’extraction de I’ADN, d’amplification par PCR, de préparation des librairies, de sé-
quencgage, d’analyse des séquences et d’assignation taxonomique sont les mémes que celles dé-
crites pour la méthode de séquencage a haut débit des échantillons d’éthanol (SHDéth).

Résultats et discussion

Les nombres de reads (séquences) d’oligochétes obtenus par séquencgage a haut débit de I'eau
interstitielle sont globalement trés faibles (entre 80 et 336 reads au total par échantillon) et les
séquences obtenues ont toutes été assignées a des espéces de Tubificinae (4 lignées de Tubifici-
nae avec soies capillaires et 4 lignées de Tubificinae sans soies capillaires) (Annexe 2 Tab. 1). Le
contrdle négatif ne montre aucune séquence d’oligochétes, ce qui valide I'expérience. La diversité
des oligochetes obtenue est conforme a celle attendue, comme les oligochétes provenaient de
cultures ne contenant que des Tubificinae. La diversité la plus élevée des oligochétes et le plus
grand nombre total de reads ont logiquement été obtenus dans I'échantillon avec une densité d’oli-
gocheétes élevée. Le nombre élevé de spécimens d’oligochétes dans cet échantillon a permis
d’augmenter les chances de détection de lignées possiblement en trés faible abondance dans les
échantillons (Psammoryctides barbatus T8, Tubifex tubifex T9, Tubifex tubifex T10, Limnodrilus
hoffmeisteri T16, Limnodrilus hoffmeisteri T17 et Limnodrilus cervix T35).

D’aprés les résultats de cette expérience, I’extraction de 'ADN de I'eau interstitielle ne semble pas
optimale pour estimer la diversité des oligochétes dans un échantillon de sédiments, les nombres
de reads correspondant aux oligochétes étant trés faibles.
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A titre de comparaison, dans le cadre d’un projet sur I'étude de la diversité de la faune benthique
de cours d’eau genevois a l'aide de I'application de méthodes de metabarcoding ADN(e), une des
analyses a consisté a séquencer ’ADN extrait de I'éthanol conservant les sédiments non tamisés
(Cermakova et al., en préparation). Des nombres de reads correspondant aux oligochétes élevés
ont été obtenus dans ces échantillons, entre 1413 et 109530 reads au total par site (moyenne de
19404 reads). L'étude de I'éthanol ajouté aux sédiments semble donc plus adaptée que celle de
I'eau interstitielle pour évaluer la diversité des oligochétes dans un échantillon de sédiment.




Annexe 2 Tab.1a11

Annexe Tab. 1: Nombres de reads (séquences) obtenus dans I'eau interstitielle par espéce (lignée)
dans le contréle négatif et les échantillons avec densité faible, moyenne et élevée d’oligochétes ; pourcen-
tages des différentes lignées dans ces 4 échantillons (contrdle négatif, faible densité, densité moyenne et

densité élevée)

Nombre de reads Pourcentages
contrdle | faible | moyenne | élevée | contrdle | faible | moyenne | élevée
Psammoryctides barbatus T8 0 0 0 3 0,0% 0,0% 0,0% 0,9%
Tubifex tubifex T9 0 2 0 3 0,0% | 2,5% 0,0% 0,9%
Tubifex tubifex T10 0 0 0 6 0,0% | 0,0% 0,0% 1,8%
Tubifex tubifex T12 0 28 102 201 0,0% | 35,0% | 43,8% | 59,8%
Tubificinae sp. T15 0 38 125 111 0,0% |47,5% | 53,6% | 33,0%
Limnodrilus hoffmeisteri T16 0 0 0 2 0,0% | 0,0% 0,0% 0,6%
Limnodrilus hoffmeisteri T17 0 0 1 0,0% | 3,8% 0,0% 0,3%
Limnodrilus cervix T35 0 6 9 0,0% | 11,3% 2,6% 2,7%
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Annexe Tab. 2:

Données de I'analyse morphologique de 15 sites : nombre de spécimens de chaque taxon obtenu par site

Dou

TIN

BOI

BEN

SEY

Spez18

Spez19

Spez17

SP027

SOL

EPF1

TAUL

DORI

EPF2

LAV

Tubificinae

Tubificinae avec soies capillaires (non re-
connaissable a I'état immature)

2

1

14

18

1

19

24

71

36

33

63

Tubifex tubifex

2

2

3

12

Lophochaeta ignota

Aulodrilus pluriseta

22

Psammoryctides barbatus

19

Potamothrix bavaricus

24

Potamothrix hammoniensis

Potamothrix heuscheri

Tasserkidrilus kessleri

Embolocephalus velutinus

53

Tubificinae sans soies capillaires (non re-
connaissable a I'état immature)

22

40

42

12

19

29

15

37

39

46

65

Limnodrilus hoffmeisteri

44

12

20

22

Limnodrilus claparedianus

1"

Limnodrilus profundicola

Limnodrilus udekemianus

Aulodrilus limnobius

Rhyacodrilinae

Botrioneurum vejdovskyanum

Rhyacodrilus falciformis

10

Lumbriculidae

Lumbriculidae (non reconnaissable a I'état
immature)

33

18

45

Lumbriculidae (non reconnaissable a I'état
immature) avec pointes simples

1

Stylodrilus heringianus

Lumbriculus variegatus

Pristininae

Pristina jenkinae




Dou | TIN BOIl | BEN | SEY | Spez18 | Spez19 | Spez17 | SP027 | SOL | EPF1 | TAUL | DORI | EPF2 | LAV
Naidinae Nais communis / variabilis 4 1 3 1 1
Nais elinguis 12 9 11
Nais christinae 1
Nais alpina 2 4
Enchytraeidae Lumbricillus sp. 2 42
Enchytraeus buchholzi 1 6 2 1 1 6
Cernosvitoviella sp. 2 1 2 1
Enchytraeidae sp. type Cernosvitoviella 2
Achaeta sp. 5 11
Fridericia sp. 7 2 1
Henlea sp. 3 1
Cognettia sp. 1 4
Marionina argentea 14 12 1 2 11
Marionina sp. 1 1 1 3
Globulidrilus riparius 5 1 1 5
Mesenchytraeus armatus 1 2 6
Enchytraeidae sp. 1 crochet par faisceau 10 10
dorsal, M. armatus juvénile ?
Enchytraeidae sp. 7 15 1
Lumbricidae Lumbricidae sp. 3 2 1
Eiseniella tetraedra 2 1 2 2
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Annexe Tab. 3: Données de I'analyse morphologique de 16 sites : nombre de spécimens de chaque taxon obtenu par site

MPA

Cugy

Grab

Fle

Chrum

LAND

URT

ECH

UNIL

MOH

S2

S6

S1

S9

VE

Sor

Tubificinae

Tubificinae avec soies capillaires (non re-
connaissable a I'état immature)

7

1

19

4

24

3

3

16

60

54

79

35

Tubifex tubifex

3

1

1

Lophochaeta ignota

25

Aulodrilus pluriseta

1

Psammoryctides barbatus

13

1

Potamothrix bavaricus

1

15

Potamothrix hammoniensis

Potamothrix vejdovskyi

Potamothrix bedoti

Embolocephalus velutinus

1

Tubificinae sans soies capillaires (non re-
connaissable a I'état immature)

30

29

28

44

20

62

18

33

12

45

84

58

Limnodrilus hoffmeisteri

10

10

Limnodrilus claparedianus

Limnodrilus profundicola

Limnodrilus udekemianus

Aulodrilus limnobius

Potamothrix moldaviensis

Rhyacodrilinae

Botrioneurum vejdovskyanum

Rhyacodrilus falciformis

Rhyacodrilus sp.

Lumbriculidae

Lumbriculidae (non reconnaissable a I'état
immature)

12

49

27

Lumbriculidae (non reconnaissable a I'état
immature) avec pointes simples

25

Stylodrilus heringianus

23




Grab Fle

MPA | Cugy

Chrum

LAND

URT | ECH

UNIL

MOH

S2 S6 S1 S9 VE Sor

22

Bichaeta sanguinea

Pristina jenkinae

26

26

70

Pristininae

Naidinae

Nais communis / variabilis

Nais elinguis

Nais christinae

Chaetogaster diastrophus

Chaetogaster diaphanus

51

Lumbricillus sp.

Enchytraeidae

Enchytraeus buchholzi

Cernosvitoviella sp.

Achaeta sp.

Fridericia sp.

Henlea sp.

Cognettia sp.

37 5

Marionina argentea

Marionina sp.

Globulidrilus riparius

Enchytraeidae sp.

Lumbricidae

Lumbricidae sp.

Eiseniella tetraedra

Haplotaxidae

Haplotaxis gordioides
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Annexe Tab. 4: Données du séquencage a haut débit de spécimens marqués génétiquement de 15 sites : nombre de spécimens de chaque taxon obtenu par site ; les
noms des taxons sont suivis par les noms des lignées, E=Enchytraeidae, LC=Lumbricidae, N=Naidinae, P=Pristininae, R=Rhyacodrilinae, T=Tubificinae, LL=Lumbriculidae;
les lignées en gras correspondent & des nouvelles lignées pour la base de données COI de référence suisse

Espéce/lignée

Dou

TIN

BOI

BEN

SEY

Spez18

Spez19

Spez17

SP027

SOL

EPF1

TAUL

DORI

EPF2

LAV

Lumbricillus sp. E3

21

Marionina argentea E5

Globulidrilus riparius E9

Globulidrilus riparius E11

Lumbricillus sp. E13

Henlea perpusilla E16

Enchytraeus buchholzi E17

Enchytraeidae sp. E18

Enchytraeidae sp. E21

Fridericia dura - ratzeli E22

Enchytraeidae sp. E24

Enchytraeidae sp. E25

Enchytraeidae sp. E27

Enchytraeidae sp. E28

Fridericia striata E30

Enchytraeidae sp. E31

Enchytraeidae sp. E33

Fridericia perrieri E34

Enchytraeidae sp. E35

Buchholzia appendiculata E37

Enchytraeidae sp. E38

Enchytraeidae sp. E40

Enchytraeidae sp. E41

Enchytraeidae sp. E42




Espéce/lignée

Dou

TIN

BOI

BEN

SEY

Spez18

Spez19

Spez17

SP027

SOL

EPF1

TAUL

DORI

EPF2

LAV

Henlea perpusilla E43

Enchytraeidae sp. E46

Enchytraeus buchholzi E50

Achaeta unibulba E51

Enchytraeidae sp. E53

Enchytraeidae sp. E55

Achaeta sp. E56

Enchytraeidae sp. E58

Enchytronia christenseni E60

Cognettia chalupskyi E61

Cognettia chlorophila E62

Cognettia varisetosa E63

Stercutus niveus E65

Enchytraeidae sp. E67

Mesenchytraeus armatus E68

10

Achaeta danica E69

Achaeta iberica ET0

Eiseniella tetraedra LC2

Eiseniella tertraedra LC3

Aporrectodea rosea LC5

Aporrectodea icterica LC6

Chaetogaster diaphanus N1

Nais communis N3

Nais elinguis N4

Ophidonais serpentina N5

Nais alpina N8
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Espéce/lignée Dou TIN BOI BEN | SEY | Spez18 | Spez19 | Spez17 | SP027 SOL EPF1 TAUL DORI EPF2 LAV

Nais communis N9 1 2

Pristina jenkinae P1 3 2 1 1

Bothrioneurum vejdovskyanum R1 4 1

Rhyacodrilus falciformis R2 5 1

Rhyacodrilus sp. R3 1

Tubificinae sp. T2 35 5

Tubificinae sp. T3 1

Aulodrilus pluriseta T4 2 2 1

Lophochaeta ignota T6 2 1

Potamothrix bavaricus T7 1 40

Psammoryctides barbatus T8 9 1

Tubifex tubifex T9 2 1 1 10 1 2

Tubifex tubifex T10 3 7 2 1 1

Tubifex tubifex T11 1 2 1 9 1 2 4 8 2

Tubifex tubifex T12 2

Tubifex montanus T13 2

Tubificinae sp. T15 1 4

Limnodrilus hoffmeisteri T17 1 25 9 4 2 9 7 3 14 15 30 16

Limnodrilus hoffmeisteri T18 1 4 12 2 5 2 8 1 7

Limnodrilus hoffmeisteri T19 1 1

Limnodrilus hoffmeisteri T20 7 1

Limnodrilus claparedianus T22 6 4 4 4 2 3

Limnodrilus udekemianus T23 5 1 1

Embolocephalus velutinus T25 25

Tubifex tubifex T27 1

Potamothrix hammoniensis T28 8 6
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Espéce/lignée

Dou

TIN

BOI

BEN

SEY

Spez18

Spez19

Spez17

SP027

SOL

EPF1

TAUL

DORI

EPF2

LAV

Tasserkidrilus kessleri T33

Aulodrilus limnobius T36

Potamothrix heuscheri T41

Aulodrilus pluriseta T42

Limnodrilus hoffmeisteri T43

Tubificinae sp. (avec ou sans soies capil-
laires ?7) T44

Tubificinae sp. (avec soies capillaires) T46

Lumbriculus variegatus LL2

Stylodrilus heringianus LL3

19

28

Lumbriculidae sp. LL5

Stylodrilus sanguineus LL8

43




Annexe Tab. 5:

Données du séquencage a haut débit de spécimens marqués génétiquement de 14 sites : nombre de spécimens de chaque taxon obtenu par site ; les

noms des taxons sont suivis par les noms des lignées, E=Enchytraeidae, LC=Lumbricidae, N=Naidinae, P=Pristininae, R=Rhyacodrilinae, T=Tubificinae, H=Haplotaxidae,

LL=Lumbriculidae ; les lignées en gras correspondent a des nouvelles lignées pour la base de données COI de référence suisse

Espécel/lignée

MPA

Cugy

Grab

Fle

Chrum

Land

Urt

ECH

UNIL

MOH

S2

S6

S1

S9

Lumbricillus sp. E3

21

Marionina argentea E5

Cernosvitoviella minor E8

Globulidrilus riparius E11

Henlea perpusilla E16

27

Enchytraeus buchholzi E17

Enchytraeidae sp. E18

Cernosvitoviella sp. E19

Enchytraeidae sp. E25

Enchytraeidae sp. E26

Enchytraeidae sp. E27

Enchytraeidae sp. E28

(oo T I \C TN I N

Fridericia isseli E32

N

Fridericia perrieri E34

Henlea montana E39

Enchytraeidae sp. E47

Henlea ventriculosa E48

Enchytraeidae sp. E54

Cognettia chalupskyi E61

Eiseniella tertraedra LC3

Chaetogaster diaphanus N1

Nais communis N3

Nais elinguis N4

1"

1

39

Nais communis N9




Espéce/lignée

MPA

Cugy

Grab

Fle

Chrum

Land

Urt

ECH

UNIL

MOH

S2

S6

S1

S9

Nais christinae N11

Nais barbata N17

Pristina foreli / aequiseta P2

Bothrioneurum vejdovskyanum R1

Rhyacodrilus falciformis R2

Tubificinae sp. T2

36

10

Aulodrilus pluriseta T4

Lophochaeta ignota T6

14

Potamothrix bavaricus T7

32

Psammoryctides barbatus T8

Tubifex tubifex T9

Tubifex tubifex T10

Tubifex tubifex T11

Tubificinae sp. T15

Limnodrilus hoffmeisteri T17

30

34

Limnodrilus hoffmeisteri T18

Limnodrilus hoffmeisteri T19

Limnodrilus hoffmeisteri T20

Limnodrilus claparedianus T22

Limnodrilus udekemianus T23

Embolocephalus velutinus T25

Potamothrix moldaviensis T30

Tubificinae sp. (avec soies capillaires) T40

Haplotaxis gordioides H1

Stylodrilus heringianus LL3

31

Stylodrilus lemani LL4
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Espéce/lignée

MPA

Cugy

Grab

Fle

Chrum

Land

Urt

ECH

UNIL

MOH

S2

S6

S1

S9

Lumbriculidae sp. LL5

Lumbriculidae sp. LL7




Annexe Tab. 6: Données du séquengage a haut débit de I'éthanol : nombre de reads (séquences) de chaque taxon obtenu par site ; les noms des taxons sont suivis par
les noms des lignées, E=Enchytraeidae, LC=Lumbricidae, N=Naidinae, P=Pristininae, R=Rhyacodrilinae, T=Tubificinae, H=Haplotaxidae, LL=Lumbriculidae, O=Oligochaeta
; les lignées en gras correspondent a des nouvelles lignées pour la base de données COI de référence suisse

Espece/lignée DOU| TIN BOI | BEN | SEY-Sp52 | Spez18 | Spez19 | Spez17 | SP027 | Sol Grab Fle | Chrum | LAND | URT | ECH | UNIL MOH VE Sor
Marionina argentea E5 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Globulidrilus riparius E9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0
Globulidrilus riparius E11 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0

Lumbricillus sp. E13 0 741 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Henlea perpusilla E16 0 1383 0 0 0 0 0 0 0 0 75 0 0 0 0 1057 0 0 0 0
Cernosvitoviella aggtelekiensis E19 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 1001 0 0 0 7 0 0 0 0
Fridericia dura_ratzeli E22 0 0 0 4 10 0 27 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E23 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 26 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E33 0 0 0 0 23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia perrieri E34 0 0 0 123 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Buchholzia appendiculata E37 0 248 0 16 4 0 76 0 0 0 5 0 0 9 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E41 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E42 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 181 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Henlea perpusilla E43 0 26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 19 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E47 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0
Henlea ventriculosa E48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 32 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E54 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E58 0 0 0 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cognettia chalupskyi E61 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 30 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E67 0 0 0 616 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mesenchytraeus armatus E68 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

a7




Espéce/lignée DOU| TIN BOI | BEN | SEY-Sp52 | Spez18 | Spez19 | Spez17 | SP027 | Sol Grab Fle | Chrum | LAND | URT | ECH | UNIL | MOH VE Sor
Achaeta danica E69 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E71 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E72 0 34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E73 0 77 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E74 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E75 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dendrodrilus rubidus LC1 0 74 0 25 0 0 0 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eiseniella tertraedra LC2 0 8 0 322 0 0 1424 0 0 0 5 100 0 23 6 0 0 0 0 0
Eiseniella tertraedra LC3 14 | 1766 0 1612 0 0 0 0 0 0 0 116 0 1219 5 0 0 0 0 0
Helodrilus oculatus LC4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0

Chaetogaster diaphanus N1 0 0 0 0 3247 0 272 0 0 0 0 0 0 4663 | 1262 0 285 0 0 4986
Nais communis N3 0 2 0 16 0 0 0 0 0 0 0 22 0 4 0 0 0 0 0 0

Nais elinguis N4 0 0 74 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 22 0 79 101 0 185
Ophidonais serpentina N5 0 0 0 0 0 0 0 0 26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nais alpina N8 0 0 0 0 0 0 70 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 22 0 0
Nais communis N9 0 0 0 0 19 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 5 0 0 11
Nais christinae N11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0
Nais stolci_pardalis N12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 20 0 0 0 0 11 0
Stylaria lacustris N16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0
Nais barbata N17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0
Chaetogaster diastrophus N19 0 0 0 0 49 100 0 0 0 0 0 0 0 17 0 0 0 27 0 0
Chaetogaster sp. N20 0 0 0 0 0 0 37 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0
Ampbhichaeta raptisae N21 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Chaetogaster limnaei N22 0 0 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Chaetogaster diastrophus N23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 131 0 0 0 0 0 0




Espéce/lignée DOU| TIN BOI | BEN | SEY-Sp52 | Spez18 | Spez19 | Spez17 | SP027 | Sol Grab Fle | Chrum | LAND | URT | ECH | UNIL | MOH VE Sor
Naidinae sp. N24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 0 374 0 0 0 0 0 0
Pristina jenkinae P1 0 0 634 | 184 8 7 0 142 0 0 0 0 0 91 0 91 8 16 0 243
Bothrioneurum vejdovskyanum R1 0 0 0 0 2 0 0 220 0 0 0 0 0 290 0 0 0 0 0
Rhyacodrilus falciformis R2 102 0 0 0 3 0 0 0 0 0 20 0 0 23 0 41 0 0 0
Rhyacodrilus sp. R3 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rhyacodrilus subterreanus R4 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tubificinae sp. T2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2519 0 0 0 0 0 0 4 0 0 79
Tubificinae sp. T3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0
Aulodrilus pluriseta T4 0 0 14 0 19542 363 5 0 203 0 0 0 885 106 | 3064 19 83 3120 | 766 |14672
Branchiura sowerbyi T5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 185 0 0 0 0 0 0
Lophochaeta ignota T6 0 0 0 0 0 0 0 261 0 194 0 0 64502 0 0 0 0 29 0 0
Potamothrix bavaricus T7 0 0 222 0 17 764 0 28 100 0 0 0 | 28664 | 30697 44537 | O 2600 | 10843 | 1774 5
Psammoryctides barbatus T8 0 0 0 0 0 0 0 51817 0 15 0 0 6072 | 1121 371 0 0 2008 0 0
Tubifex tubifex T9 0 6 18 0 2546 0 0 1756 | 13467 0 0 0 54 259 0 204 15102 0 0 166
Tubifex tubifex T10 0 0 0 0 51351 5912 0 60521 | 61755 19 0 0 143 3488 | 1096 0 0 34810 0 9
Tubifex tubifex T11 0 0 0 0 19 0 0 0 39 37 0 0 0 5 0 0 5 132 0 0
Tubifex tubifex T12 0 0 0 3 290 833 0 881 0 0 0 0 4 2680 16 0 662 387 0 28
Tubifex montanus T13 0 0 0 0 0 104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tubificinae sp. T15 0 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2060 0 8 0 0 258
Limnodrilus hoffmeisteri T16 0 0 0 0 0 371 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 0
Limnodrilus hoffmeisteri T17 14 0 28003 | O 16813 13824 112 31850 | 5508 | 41955 0 3856 991 16362 | 2230 0 1989 | 23613 | 1480 | 14216
Limnodrilus hoffmeisteri T18 14 5206 | O 38 82727 0 3653 280 | 1448 0 0 10691 | 1859 13 0 44 326 0 279
Limnodrilus hoffmeisteri T19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 0 0 0 4 25 14268 | 921
Limnodrilus hoffmeisteri T20 0 0 0 0 69 42 0 0 0 0 0 0 0 143 4 0 0 0
Limnodrilus hoffmeisteri T21 0 0 0 0 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
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Espeéce/lignée DOU| TIN BOI | BEN | SEY-Sp52 | Spez18 | Spez19 | Spez17 | SP027 | Sol Grab Fle |Chrum | LAND | URT | ECH | UNIL MOH VE Sor
Limnodrilus claparedianus T22 0 0 3716 | 0 7 12034 0 237 8593 0 0 0 1231 449 51 0 0 280 25 3891
Limnodrilus udekemianus T23 0 0 0 0 409 0 0 46 7 0 0 0 14165 | 375 0 0 0 79 0 0
Embolocephalus velutinus T25 735 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 737 0 0 0 0 0 0
Potamothrix hammoniensis T28 0 0 0 0 0 9553 0 0 0 46809 0 0 0 0 0 0 0 0
Potamothrix vejdovskyi T29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2007 0
Potamothrix moldaviensis T30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 57 0 0 348 | 7628 72
Tasserkidrilus kessleri T33 0 0 66 0 59 869 0 0 0 0 0 0 0 16 0 0 0 0 0 0
Aulodrilus limnobius T36 0 0 0 0 0 81 0 0 0 0 0 0 0 89 0 0 0 0 0 0
Tubificinaelsp. (avec soies capil- 0 0 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 3326 0 0 0 0 0
aires) T40
Potamothrix heuscheri T41 0 0 0 28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aulodrilus pluriseta T42 0 0 0 0 0 406 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tubificinae sp. (avec soies capil- | g | g 0o | o 669 0 o | 1860 | o [2087| 0 | o0 0 0 0o | o | o 0 0 0
laires) T46
Limnodrilus sp. T47 0 0 0 0 0 0 0 0 818 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tubificinae sp. (_avec ou sans soies 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0
capillaires ?7) T48
Tubificinae sp. (avec soies capil- 0 0 0 0 0 56 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
laires) T49
Haplotaxis gordioides H1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 186 | 1965 0 0 0 0 0 0 0
Lumbriculus variegatus LL2 0 0 0 0 875 0 0 0 0 0 0 0 35 102 0 0 0 0 0 38
Stylodrilus heringianus LL3 59 | 75988 | 1934 | 9379 2670 0 9147 940 260 0 68352 | 88962 | 211 12353 | 23109 3 358 141 3172 | 7853
Stylodrilus lemani LL4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2888 0 0 61283 | O
Lumbriculidae sp. LL5 0 0 0 0 93 0 0 84 0 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 3
Lumbriculidae sp. LL7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0
Stylodrilus sanguineus LL8 14 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lumbriculus variegatus LL10 0 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 0 0 106 0 0 0 0 0 0
Lumbriculidae sp. LL11 0 0 0 0 0 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0
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Espeéce/lignée DOU | TIN BOI | BEN | SEY-Sp52 | Spez18 | Spez19 | Spez17 | SP027 | Sol Grab Fle |Chrum | LAND | URT | ECH | UNIL MOH VE Sor
Lumbriculidae sp. LL12 0 4 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Oligochaeta sp. O1 0 712 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Annexe Tab. 7: Données du séquencage a haut débit de mélanges de spécimens: nombre de reads (séquences) de chaque taxon obtenu par site ; les noms des taxons
sont suivis par les noms des lignées, E=Enchytraeidae, LC=Lumbricidae, N=Naidinae, P=Pristininae, R=Rhyacodrilinae, T=Tubificinae, H=Haplotaxidae, LL=Lumbriculidae ;
les lignées en gras correspondent & des nouvelles lignées pour la base de données COI de référence suisse

TIN | Spez17 | Spez17 | Grab Grab FLE FLE | Chrum | Chrum | LAND | LAND | URT | URT | UNIL UNIL | MOH | MOH

mél.1| mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 {mél.1 | mél.2| mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél. 2
Lumbricillus rutilus E3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11 0 0 0
Marionina argentea E4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0
Marionina argentea E5 16 0 0 31 11 3 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Globulidrilus riparius E9 0 184 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Globulidrilus riparius E11 0 0 0 0 0 1151 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lumbricillus sp. E13 1250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Henlea perpusilla E16 4737 0 0 1365 2620 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cernosvitoviella aggtelekiensis E19 0 0 0 9 37 14 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia dura_ratzeli E22 196 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E23 0 0 0 0 0 719 551 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E27 0 0 0 0 0 1157 1671 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E28 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia isseli E32 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4212 0 0 0 0 0 0 0
Buchholzia appendiculata E37 348 0 0 568 23882 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E40 0 0 0 1972 0 0 23592 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Henlea ventriculosa E48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 594 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeus buchholzi E50 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mesenchytraeus armatus E68 48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E71 27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E72 51 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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TIN |Spez17 | Spez17 | Grab Grab FLE FLE | Chrum | Chrum | LAND | LAND | URT | URT | UNIL UNIL | MOH | MOH

mél.1| mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 |mél.1 |mél.2 | mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél. 2
Enchytraeidae sp. E78 0 0 0 804 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 22 0 0 0 0 0 0
Globulidrilus riparius E76 0 0 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. E77 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eiseniella tertraedra LC2 0 0 0 0 0 0 377 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eiseniella tertraedra LC3 114 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Chaetogaster diaphanus N1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6878 | 33093 0 0 0 0 0 0
Nais communis N3 0 0 0 0 12 44 85 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0
Nais elinguis N4 0 0 0 0 0 4 0 0 0 222 187 87 95 2324 646 16 9
Nais communis N9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1046 0 0 0
Nais christinae N11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 57 0 0 0 0 0 0
Nais stolci_pardalis N12 0 0 0 0 0 384 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pristina jenkinae P1 0 1300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bothrioneurum vejdovskyanum R1 0 247 93 0 0 0 0 0 0 0 133 0 0 0 0 0 0
Rhyacodrilus falciformis R2 0 0 0 51 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tubificinae sp. T2 0 0 0 0 0 0 0 0 13 58 0 0 0 0 0 0 0
Lophochaeta ignota T6 0 0 10720 0 0 0 0 20854 | 53945 0 0 0 0 0 0 0 0
Potamothrix bavaricus T7 0 0 0 0 0 0 0 11142 | 14482 | 172991 | 52476 | 18282 | 89563 0 110579 0 0

Psammoryctides barbatus T8 0 9261 4343 0 0 0 0 174 226 0 0 462 129 0 0 296 122

Tubifex tubifex T10 0 69796 | 70557 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Tubifex tubifex T11 0 0 21 0 0 3 0 3 0 0 1 6 0 13 8 29 1
Tubifex tubifex T12 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tubificinae sp. T15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 913 851 0 0 0 0

Limnodrilus hoffmeisteri T17 0 1249 | 18537 0 0 73001 | 70279 316 1542 | 30607 | 49758 | 13051 | 31598 | 150106 | 118823 | 58764 | 91120
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TIN |Spez17 | Spez17 | Grab Grab FLE FLE | Chrum | Chrum | LAND | LAND | URT | URT | UNIL UNIL | MOH | MOH
mél.1| mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél.2 |mél.1 |mél.2 | mél.1 | mél.2 | mél.1 | mél. 2
Limnodrilus hoffmeisteri T18 0 517 2561 0 0 0 0 8665 | 13424 0 78 1169 0 0 3467 597 157
Limnodrilus hoffmeisteri T19 0 0 0 0 0 0 0 57 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Limnodrilus hoffmeisteri T20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 126 167 6 0 0 0 0 0
Limnodrilus claparedianus T22 0 0 0 0 0 0 0 921 578 0 0 0 0 0 0 0 54
Limnodrilus udekemianus T23 0 170 35 0 0 0 0 993 1801 16 0 0 0 0 0 0 0
Embolocephalus velutinus T25 0 0 0 330 0 5605 230 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Potamothrix moldaviensis T30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 296 115
Tasserkidrilus kessleri T33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 75 0 0 0 0 0 0 0
Tubificinaelsp. (avec soies capil- 0 397 651 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aires) T46
Tubificinaelsp. (avec soies capil- 0 229 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aires) T50
TubificinaeI:ip;é(ss)a{];soies capil- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 54 0 0
Haplotaxis gordioides H1 0 0 0 124 1330 0 4654 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lumbriculus variegatus LL2 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 40 0 0 0 0 0 0
Stylodrilus heringianus LL3 52378 | 3482 900 87699 | 101333 | 44662 | 24004 90 28 5 3 847 | 1177 | 3893 2660 0 0
Lumbriculidae sp. LL5 0 23 48 0 0 0 0 0 0 10 23 3 0 23 11 0 0




Annexe Tab. 8: Relevé des nombres de spécimens des différentes familles/sous-familles/groupes de tu-
bificidés sans et avec soies capillaires et des especes Embolocephalus velutinus et Chaetogaster diapha-
nus introduits dans chaque mélange (identification avec loupe binoculaire)

‘q_) g - | o . ‘q_) % Al O N PN B BN - o~
Slol ool o | [N ) o | 0| @ o
815 5|2 2|g|s|glgl2|2| e glel22 2
G|lo|o |8 8|5 5|l |S|s|s|8B|8| =8|
S| E E|le|2e|(g|a|E|E|2|R|e|e|le|le|l® ‘©
El~|~|E| E|E|E E| E| E| E IS S
< | < |al| 2 ElE|lo|la|l|e|2|2|T| T
Z| N N|g|l ||l 3|2 /Z|Z|x|x|Z|Z|0C|O0
Flelg|olo SIS ISISIS|I2|2|515 =2 =2
Naidinae 1 2| 2 12 (13|13 12|35 |24 | 4 2
Enchytraeidae 21 1 |15 11 [ 16| 14 1 1
Lumbriculidae 26 10 (31| 37 | 16| 18
Haplotaxidae 2 1 1 1
Pristininae 1
Lumbricidae 1
tublflmdeslav.ec soies ca- 29 | 27 | 1 9 20 9 6
pillaires
tubeICIdeS‘ sans soies ca- 13| 15 1 1| 13 29 37 | 44
pillaires
tubificidés totaux 50 35 (36|37 (39|16 | 26
Embolocephalus velutinus 3 311
Chaetogaster diaphanus 1 1

55



56

OligoGen

Annexe Tab. 9: Comparaison de la détection des espéces (lignées) entre le séquengage a haut débit de I'éthanol et le séquengage a haut débit de spécimens marqués ;
les espéeces détectées que par le séquencgage a haut débit de I'éthanol sont indiqués en rouge, celles détectés que par le séquencage a haut débit de spécimens marqués
sont en vert et celles détectées a la fois par le séquencage a haut débit de spécimens marqués et le séquencage a haut débit de I'éthanol sont en bleu. Les valeurs dans
les cases bleues correspondent au rapport entre proportion de la lignée obtenue par le séquengage a haut débit de I'éthanol et proportion de la lignée obtenue par le sé-
guencage a haut débit de spécimens marqués ; les noms des taxons sont suivis par les noms des lignées, E=Enchytraeidae, LC=Lumbricidae, N=Naidinae, P=Pristininae,
R=Rhyacodrilinae, T=Tubificinae, H=Haplotaxidae, LL=Lumbriculidae, O=0ligochaeta

taxon

Dou

TIN

BOI

BEN

SEY-Sp52

Spez18

Spez19

Spezl7

SP027

SOL

Grab Fle

Chrum

Land

URT

ECH

UNIL

MOH

Marionina argentea E5

Globulidrilus riparius E9

Globulidrilus riparius E11

Lumbricillus sp. E13

Henlea perpusilla E16

Enchytraeus buchholzi E17

Enchytraeidae sp. E18

Cernosvitoviella sp. E19

Enchytraeidae sp. E21

Fridericia dura - ratzeli E22

Enchytraeidae sp. E23

Enchytraeidae sp. E24

Losa

i e

Enchytraeidae sp. E25

Enchytraeidae sp. E27

Enchytraeidae sp. E28

Fridericia striata E30

Enchytraeidae E31

Enchytraeidae sp. E33

Fridericia perrieri E34

Enchytraeidae sp. E35

Buchholzia appendiculata E37

Enchytraeidae sp. E38
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taxon

Dou

TIN

BOI

BEN

SEY-Sp52

Spez18

Spez19

Spez17

SP027

SOL

Grab

Fle

Chrum

Land

URT

ECH

UNIL

MOH

Henlea montana E39

Enchytraeidae sp. E40

Enchytraeidae sp. E41

Enchytraeidae sp. E42

Henlea perpusilla E43

Enchytraeidae sp. E47

Henlea ventriculosa E48

Enchytraeus buchholzi E50

Achaeta unibulba E51

Enchytraeidae sp. E53

Enchytraeidae sp. E54

Enchytraeidae sp. E55

Achaeta sp. E56

Enchytraeidae sp. E58

Enchytronia christenseni E60

Cognettia chalupskyi E61

Cognettia chlorophila E62

Cognettia varisetosa E63

Stercutus niveus E65

Enchytraeidae sp. E67

Mesenchytraeus armatus E68

Achaeta danica E69

Achaeta iberica E70

Enchytraeidae sp. E71

Enchytraeidae sp. E72

Enchytraeidae sp. E73

57



OligoGen

taxon Dou TIN BOI BEN SEY-Sp52 | Spez18 | Spezl9 | Spezl7 SP027 SOL Grab Fle Chrum | Land URT ECH UNIL | MOH

Enchytraeidae sp. E74

Enchytraeidae sp. E75

Dendrodrilus rubidus LC1

Eiseniella tetraedra LC2

Eiseniella tertraedra LC3

Helodrilus oculatus LC4

Aporrectodea rosea LC5

Aporrectodea icterica LC6

Chaetogaster diaphanus N1

Nais communis N3

Nais elinguis N4

Ophidonais serpentina N5
Nais alpina N8
Nais communis N9

Nais stolci_pardalis N12

Nais christinae N11
Stylaria lacustris N16

Nais barbata N17

Chaetogaster diastrophus N19

Chaetogaster sp. N20

Amphichaeta raptisae N21

Chaetogaster limnaei N22

Chaetogaster diastrophus N23

Naidinae sp. N24

Pristina jenkinae P1

Bothrioneurum vejdovskyanum R1
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OligoGen

taxon

Rhyacodrilus falciformis R2

Rhyacodrilus sp. R3

Dou

TIN BOI BEN SEY-Sp52 | Spez18 | Spezl9 | Spezl7 SP027 SOL Grab Fle Chrum

Land

URT

ECH

UNIL

Rhyacodrilus subterreanus R4

Tubificinae sp. T2

Tubificinae sp. T3

Aulodrilus pluriseta T4

Branchiura sowerbyi T5

Lophochaeta ignota T6

Potamothrix bavaricus T7

Psammoryctides barbatus T8

Tubifex tubifex T9

Tubifex tubifex T10

Tubifex tubifex T11

Tubifex tubifex T12

Tubifex montanus T13

Tubificinae sp. T15

Limnodrilus hoffmeisteri T16

Limnodrilus hoffmeisteri T17

Limnodrilus hoffmeisteri T18

Limnodrilus hoffmeisteri T19

Limnodrilus hoffmeisteri T20

Limnodrilus hoffmeisteri T21

Limnodrilus claparedianus T22

Limnodrilus udekemianus T23

Embolocephalus velutinus T25

Tubifex tubifex T27
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OligoGen

taxon

Dou

TIN

BOI

BEN

SEY-Sp52 | Spez18

Potamothrix hammoniensis T28

Potamothrix moldaviensis T30

Tasserkidrilus kessleri T33

Aulodrilus limnobius T36

Tubificinae sp. (avec sc) T40

Potamothrix heuscheri TA1

Aulodrilus pluriseta T42

Tubificinae sp. (avec sc) T46

Limnodrilus sp. TA7

SOL

Grab

Fle

Chrum

Land

URT

ECH

UNIL

MOH

Tubificinae sp. (indet. sc) T48

Tubificinae sp. (avec sc) T49

Haplotaxis gordioides H1

Lumbriculus variegatus LL2

Stylodrilus heringianus LL3

Stylodrilus lemani LL4

Lumbriculidae sp. LL5

Lumbriculidae sp. LL7

Stylodruilus sanguineus LL8

Lumbriculus variegatus LL10

Lumbriculidae sp. LL11

Lumbriculidae sp. LL12

Oligochaeta sp. 01
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OligoGen

Annexe Tab. 10: Comparaison de la détection des espéces (lignées) entre le séquencage a haut débit de mélanges de spécimens (mélanges 1 et 2) et le séquengage a
haut débit de spécimens marqués ; les especes détectées que par le séquencage a haut débit de mélanges de spécimens sont indiqués en rouge, celles détectés que par
le séquengage a haut débit de spécimens marqués sont en vert et celles détectées a la fois par le séquencage a haut débit de spécimens marqués et le séquengage a haut
débit de mélanges de spécimens sont en bleu. Les valeurs dans les cases bleues correspondent au rapport entre proportion de la lignée obtenue par le séquengage a haut
débit de mélanges de spécimens et proportion de la lignée obtenue par le séquengage a haut débit de spécimens marqués ; les noms des taxons sont suivis par les noms
des lignées, E=Enchytraeidae, LC=Lumbricidae, N=Naidinae, P=Pristininae, R=Rhyacodrilinae, T=Tubificinae, H=Haplotaxidae, LL=Lumbriculidae

taxon

TIN

Spez17

Spez17

Grab

Grab

Fle

Fle

Chrum

Chrum

Land

Land

URT

URT

UNIL

UNIL

MOH

MOH

mél. 1

mél. 1

mél. 2

mél. 1

mél. 2

mél. 1

mél. 2

mél. 1

mél. 2

mél. 1

mél. 2

mél. 1

mél. 2

mél. 1

mél. 2

mél. 1

mél. 2

Lumbricillus sp. E3

Marionina argentea E4

Marionina argentea E5

Globulidrilus riparius E9

Globulidrilus riparius E11

Lumbricillus sp. E13

Henlea perpusilla E16

Cernosvitoviella sp. E19

Fridericia dura - ratzeli E22

Enchytraeidae sp. E23

Enchytraeidae sp. E27

Enchytraeidae sp. E28

Enchytraeidae sp. E31

Fridericia isseli E32

Enchytraeidae sp. E33

Buchholzia appendiculata E37

Henlea montana E39

Enchytraeidae sp. E40

Henlea perpusilla E43

Henlea ventriculosa E48

Enchytraeus buchholzi E50

61



OligoGen

taxon TIN Spez17 | Spez17 | Grab | Grab Fle Fle Chrum | Chrum | Land Land URT URT UNIL |UNIL |MOH |MOH

mél.1 | mél. 1 mél.2 |mél.1 |mél.2 [mél.1 [mél.2 mél.1 |mél.2 |mél.1 |mél2 mél.1 |mél.2 mél.1 |[mél.2 mél.1 | mél.2

Enchytraeidae sp. E55

Mesenchytraeus armatus E68

Enchytraeidae sp. E71

Enchytraeidae sp. E72

Enchytraeidae sp. E76

Enchytraeidae sp. E77

Globulidrilus riparius E78

Enchytraeidae sp. E79

Eiseniella tetraedra LC2

Eiseniella tertraedra LC3

Chaetogaster diaphanus N1

Nais communis N3

Nais elinguis N4

Nais communis N9

Nais christinae N11

Nais stolci_pardalis N12

Nais barbata N17

Pristina jenkinae P1

Bothrioneurum vejdovskyanum
R1

Rhyacodrilus falciformis R2

Tubificinae sp. T2

Aulodrilus pluriseta T4

Lophochaeta ignota T6

ir g

Potamothrix bavaricus T7
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OligoGen

taxon TIN Spez17 | Spez17 | Grab | Grab Fle Fle Chrum | Chrum | Land Land URT URT UNIL |UNIL |MOH |MOH

mél. 1

Psammoryctides barbatus T8
Tubifex tubifex T10
Tubifex tubifex T11
Tubifex tubifex T12
Tubificinae sp. T15

Limnodrilus hoffmeisteri T17

Limnodrilus hoffmeisteri T18

Limnodrilus hoffmeisteri T19

Limnodrilus hoffmeisteri T20

Limnodrilus claparedianus T22

Limnodrilus udekemianus T23

Embolocephalus velutinus T25

Tubifex tubifex T27

Potamothrix moldaviensis T30

Tasserkidrilus kessleri T33

Tubificinae sp. (avec sc) T40

Tubificinae sp. (avec sc) T46

Tubificinae sp. (avec sc) T50

Tubificinae sp. (sans sc) T51

Haplotaxis gordioides H1

Lumbriculus variegatus LL2

Stylodrilus heringianus LL3

Lumbriculidae sp. LL5

Stylodrilus sanguineus LL8
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Annexe Tab. 11: Description des nouvelles lignées obtenues pour la base de données de référence
suisse des séquences COI des oligochétes aquatiques. Pour chaque nouvelle lignée, sont indiqués le No
de lignée (interne), la méthode de séquencgage et la(les) méthode(s) d’identification ; SHD=séquengage a

haut débit

Famille/sous- Espéce No li- | Séquencage (type | Méthode d’identification

famille gnée | d’analyse)

Enchytraeidae | Enchytraeidae sp. E18 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E21 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Fridericia dura - ratzeli E22 SHD spécimens marqués | Données GenBank MN395701
Enchytraeidae sp. E24 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E25 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E26 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E27 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Fridericia striata E30 SHD spécimens marqués | Données GenBank GU902073
Enchytraeidae sp. E31 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Fridericia isseli E32 SHD spécimens marqués | Données GenBank GU902065 10.2%
Enchytraeidae sp. E33 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E36 Barcoding (Sanger) Microscope/Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E38 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Henlea montana E39 SHD spécimens marqués | Données GenBank MH382731
Enchytraeidae sp. E41 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E42 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Henlea perpusilla E43 SHD spécimens marqués | Données GenBank KR872332
Enchytraeidae sp. E46 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Enchytraeus buchholzi E50 Barcoding (Sanger) Microscope/Construction d’arbre
Achaeta unibulba E51 SHD spécimens marqués | Données GenBank GU902037
Enchytraeidae sp. E53 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E54 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E55 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Achaeta sp. E56 SHD spécimens marqués | Données GenBank MF544303
Enchytraeidae sp. E58 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Enchytronia christenseni E60 SHD spécimens marqués | Données GenBank MG252147
Cognettia chlorophila E62 SHD spécimens marqués | Données GenBank KM874822
Cognettia varisetosa E63 SHD spécimens marqués | Données GenBank KP878469
Stercutus niveus E65 SHD spécimens marqués | Données GenBank MF802044
Enchytraeidae sp. E67 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Mesenchytraeus armatus E68 SHD spécimens marqués | Données GenBank KF672423
Achaeta danica E69 SHD spécimens marqués | Données GenBank KY583142
Achaeta iberica E70 SHD spécimens marqués | Données GenBank GU902036
Enchytraeidae sp. E71 SHD éthanol Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E72 SHD éthanol Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E73 SHD éthanol Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E74 SHD éthanol Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E75 SHD éthanol Construction d’arbre
Globulidrilus riparius E76 SHD mélange spécimens | Données GenBank MF801967
Enchytraeidae sp. E77 SHD mélange spécimens | Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E78 SHD mélange spécimens | Construction d’arbre
Enchytraeidae sp. E79 SHD mélange spécimens | Construction d’arbre

Lumbricidae Aporrectodea rosea LC5 SHD spécimens marqués | Données GenBank HE611697
Aporrectodea icterica LC6 SHD spécimens marqués | Données GenBank MF121715

Naidinae Nais barbata N17 SHD spécimens marqués | Données GenBank JQ519861
Chaetogaster diaphanus N18 Barcoding (Sanger) Microscope/Construction d’arbre
Chaetogaster diastrophus N19 Barcoding (Sanger) Microscope/Construction d’arbre
Chaetogaster sp. N20 Barcoding (Sanger) Loupe binoculaire/Construction d’arbre
Amphichaeta raptisae N21 SHD éthanol Données GenBank GQ355365
Chaetogaster limnaei N22 SHD éthanol Données GenBank KF952322
Chaetogaster diastrophus N23 SHD éthanol Données GenBank GQ355367
Naidinae sp. N24 SHD éthanol Construction d’arbre

Pristininae Pristina foreli / aequiseta P2 SHD spécimens marqués | Loupe binoculaire - P. foreli-aequiseta

+ Données GenBank AF534851
MK249366 10.7-10.5%

Rhyacodri- Rhyacodrilus sp. R3 SHD spécimens marqués | Données GenBank KF267911

linae
Rhyacodrilus subterreanus | R4 SHD éthanol Données GenBank KF267934

Tubificinae Tubificinae sp. (avec soies | T40 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
capillaires)
Potamothrix heuscheri T41 SHD spécimens marqués | Données GenBank KF366637
Aulodrilus pluriseta T42 SHD spécimens marqués | Données GenBank HM460268
Limnodrilus hoffmeisteri T43 SHD spécimens marqués | Données GenBank KY369595
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Famille/sous- Espece No li- | Séquencage (type | Méthode d’identification
famille gnée | d’analyse)
Tubificinae sp. (avec ou | T44 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
sans soies capillaires ?)
Tubificinae sp. (avec soies | T46 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
capillaires)
Limnodrilus sp. T47 SHD éthanol Construction d’arbre
Tubificinae sp. (avec ou | T48 SHD éthanol Construction d’'arbre
sans soies capillaires)
Tubificinae sp. (avec soies | T49 SHD éthanol Construction d’arbre
capillaires)
Tubificinae sp. (avec soies | T50 SHD mélange spécimens | Construction d’arbre
capillaires)
Tubificinae sp. (sans soies | T51 SHD mélange spécimens | Construction d’arbre
capillaires)
Haplotaxidae Haplotaxis gordioides H2 Barcoding (Sanger) Loupe binoculaire/Construction d’arbre
Haplotaxis gordioides H3 Barcoding (Sanger) Loupe binoculaire/Construction d’arbre
Haplotaxis gordioides H4 Barcoding (Sanger) Loupe binoculaire/Construction d’arbre
Haplotaxis gordioides H5 Barcoding (Sanger) Loupe binoculaire/Construction d’arbre
Haplotaxis gordioides H6 Barcoding (Sanger) Loupe binoculaire/Construction d’arbre
Lumbriculidae | Lumbriculidae sp. LL7 SHD spécimens marqués | Construction d’arbre
Stylodrilus sanguineus LL8 SHD spécimens marqués | Données GenBank KR296752
Guestphalinus sp. LL9 Barcoding (Sanger) Microscope/Construction d’arbre
Lumbriculus variegatus LL10 SHD éthanol Données GenBank FJ639300,
MT186517, HQ961536
Lumbriculidae sp. LL11 | SHD éthanol Construction d’arbre
Lumbriculidae sp. ? LL12 | SHD éthanol Construction d’arbre
Oligochaeta sp. ? 01 SHD éthanol Construction d’arbre
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Annexe 3

Séquences des fragments de 313 pb et 658 pb (Sanger) du gene cytochrome c oxydase (COI) des nou-
velles lignées pour la base de données de référence suisse (SHD=séquenc¢age a haut débit)

Enchytraeidae sp. E18 SHD spécimens marqués

>0ligo226_E18 Spel9z_11 ASV45 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E18;Enchytraei-
dae;sp;E18 Spel9z 11 ASV45
GTTGGCTAGAAATTTAGCACATGCTGGCCCTTCCGTTGATTTAGCTATTTTTTCTTTGCA
TTTGGCTGGGGCGTCTTCAATTTTAGGTGCTGTAAATTTTATTACGACTGTTATTAATAT
GCGTTGACAGGGTTTACGGTTAGAGCGCATTCCGTTGTTTGTGTGGGCTGTTGTCATTAC
TGTAGTACTATTACTGTTATCTTTACCTGTTTTAGCAGGGGCTATTACGATGTTGTTGAC
AGATCGAAATTTAAATACTTCTTTTTTTGATCCGGCGGGTGGGGGCGACCCTATTTTATA
TCAACACTTGTTT-

Enchytraeidae sp. E21 SHD spécimens marqués

>0ligo203_E21_BENENTE7_ASV69 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E21;Enchytraei-
dae;sp;E21 BENENTE7_ASV69
ACTAGCAAGAAATATAGCTCATGCGGGACCATCAGTAGATCTAGCTATTTTTGCTTGGCA
TCTTGCAGGTGCGTCATCTATTTTGGGTGCAGTAAATTTTATCTCTACAGTTATTAATAT
GCGTTGACAGGGCCTTCAGTTAGAACGAATTCCATTATTTGTTTGAGCTGTTACAATTAC
TGTTGTTCTTTTATTATTATCATTACCTGTACTAGACGGGGCAATTACAATGTTATTAAC
TGATCGTAATCTTAATACGTCATTTTTCGATCCTGCTGGTGGGGGTGATCCAATTTTATA
TCAACACTTATTT-

Fridericia dura-ratzeli E22 SHD spécimens marqués

>0ligo192 E22 TIN20 ASV92 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E22;Fridericia;dura_rat-
zeli;E22_TIN20_ASV92
ACTATCTAGAAATATAGCTCATGCTGGACCATCTGTAGATCTAGCAATCTTTTCTTTACA
TTTAGCAGGTGCATCATCAATTCTTGGTGCTGTAAATTTTATCTCTACTGTTATTAATAT
ACGATGACAAGGTCTTCAACTAGAACGCATTCCATTATTTGTCTGAGCAGTTACAATTAC
TGTTGTTCTATTACTACTTTCACTCCCTGTATTAGCTGGTGCTATTACAATACTACTAAC
AGACCGAAATCTAAATACATCATTCTTTGACCCAGCGGGTGGAGGAGATCCTATTTTATA
TCAACATTTATTT-

Enchytraeidae sp. E24 SHD spécimens marqués

>0ligo189 E24 DOU29 ASV182 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E24;Enchytraei-
dae;sp;E24 DOU29 ASV182
ATTGGCATCTAATATTGCTCATTCTGGGCCTTCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTCTTCA
TCTAGCTGGGGCATCTTCTATTTTAGGGGCCATTAATTTTATTACAACAGTTATTAATAT
ACGATGACAGGGGTTACGATTAGAACGTATTCCACTATTTGTATGGGCTGTGACTATTAC
TGTAGTTTTACTACTTTTATCTTTACCAGTATTAGCTGGAGCTATTACTATATTACTTAC
CGATCGTAATTTAAATACATCCTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATA
TCAACACTTATTT-

Enchytraeidae sp. E25 SHD spécimens marqués

>0ligo225 E25 Spel9z_ 10 ASV96 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E25;Enchytraei-
dae;sp;E25_Spel9z_10 ASV96
ATTAGCATCAAATATTGCACATGCTGGTCCTTCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACA
TTTAGCTGGGGCTTCTTCTATTTTAGGAGCTATTAATTTTATTACTACTGTTATTAATAT
ACGATCTCACGGAATTCAAATAGAACGAATTCCTCTATTTGTATGAGCTGTTACAATTAC
AGTAGTTTTATTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCTGGAGCTATTACAATATTATTAAC
AGATCGTAATTTAAATACCTCTTTTTTCGATCCTGCTGGAGGAGGTGATCCAATTTTATA
TCAACACTTGTTT-




Enchytraeidae sp. E26 SHD spécimens marqués

>0ligo253 _E26 _Cugy 12 13 ASV128 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E26;Enchytraei-
dae;sp;E26_Cugy 12 13 ASV128
--TAGCCTCTAATATTGCACATGCCGGACCTTCAGTAGACCTAGCTATTTTTTCTCTACA
TTTAGCAGGAGCTTCTTCTATTTTAGGGGCCATTAATTTCATTACTACTGTTGTTAATAT
GCGTTCACATGGTATTCAAATAGAGCGAATCCCATTATTTGTATGAGCTGTAACAATCAC
AGTGGTCCTATTACTTCTATCTTTGCCAGTTTTAGCCGGAGCTATTACTATACTATTAAC
AGATCGAAATTTAAATACTTCTTTTTTTGACCCTGCAGGGGGAGGAGATCCTATTCTTTA
TCAACACTTATTT-

Enchytraeidae sp. E27 SHD spécimens marqués

>0ligol46 E27 FLE35 ASV21 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E27;Enchytraei-
dae;sp;E27_FLE35 ASV21
TCTGGCCTCTAATATTGCACATGCTGGGCCCTCAGTGGACTTAGCTATTTTTTCTTTACA
TTTAGCGGGAGCTTCTTCTATTCTAGGAGCTATTAATTTTATTACTACTGTTATTAATAT
ACGCTCACATGGTATTCAAATAGAACGAATTCCTTTATTTGTATGAGCTGTAACAATTAC
AGTAGTCTTATTACTTTTATCTTTACCAGTTTTAGCTGGAGCCATTACCATGTTATTAAC
AGACCGAAATTTAAATACTTCTTTCTTTGACCCTGCCGGGGGTGGAGATCCCATTCTCTA
TCAACATTTGTTT-

>0ligo147_E27_FLE38_ASV55 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E27;Enchytraei-
dae;sp;E27_FLE38_ASV55
TCTGGCCTCTAATATTGCACATGCTGGACCCTCAGTGGATTTAGCTATTTTTTCTTTACA
CTTAGCAGGAGCTTCTTCCATTTTAGGAGCTATTAATTTTATTACTACTGTCATTAATAT
ACGCTCACATGGTATTCAAATAGAACGAATTCCTTTATTTGTGTGAGCTGTAACAATTAC
AGTAGTCTTATTACTTTTATCTCTACCAGTTTTAGCTGGAGCCATTACCATGTTATTAAC
AGACCGAAATTTAAATACTTCTTTCTTTGACCCTGCCGGGGGTGGAGACCCCATTCTTTA
TCAACACTTGTTT-

>0ligo254_E27_Cugy_21 ASV185 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E27;Enchytraei-
dae;sp;E27_ Cugy 21 ASV185
CTTAGCCTCTAATATTGCACATGCCGGGCCCTCAGTGGATTTAGCTATTTTTTCTTTACA
TTTAGCAGGAGCTTCTTCTATTCTAGGAGCCATTAATTTTATTACTACTGTTATTAATAT
ACGTTCACATGGCATTCAAATAGAACGAATTCCATTATTTGTGTGAGCTGTAACAATTAC
AGTAGTCTTATTACTTTTATCTCTACCAGTTTTAGCCGGAGCCATTACCATATTATTAAC
CGATCGAAATTTAAATACTTCTTTTTTTGACCCTGCCGGGGGTGGAGATCCTATTCTCTA
TCAACACTTGTTT-

>0ligo255_E27_Cugy_27_ASV143 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E27;Enchytraei-
dae;sp;E27_Cugy_27_ASV143
TCTGGCCTCTAATATTGCACATGCTGGACCCTCAGTTGACTTAGCTATTTTTTCTTTACA
TTTAGCAGGAGCTTCTTCTATTCTAGGAGCTATTAATTTTATTACTACTGTTATTAACAT
ACGCTCACATGGTATTCAAATAGAACGAATTCCTTTATTTGTATGGGCTGTAACAATTAC
AGTAGTCTTATTACTTCTATCTCTACCAGTTTTAGCTGGAGCCATTACCATGTTATTAAC
AGACCGAAATTTAAATACTTCTTTCTTTGACCCTGCCGGGGGTGGAGACCCCATTCTTTA
TCAACATTTGTTT-

Fridericia striata E30 SHD spécimens marqués

>0ligo201_E30_BENENTE6_ASV53
Enchytraeidae;Enchytraedinae;E30;Fridericia;striata;E30_BENENTE6_ASV53
ACTGGCAAGAAATATTGCCCATGCTGGCCCATCTGTAGACTTAGCAATTTTTTCTCTACA
TCTGGCAGGTGCATCCTCAATTCTAGGTGCAGTTAACTTTATTTCCACCGTTATTAATAT
ACGCTGACAAGGTCTTCAACTAGAACGAATCCCCCTTTTTGTTTGAGCAGTGACAATTAC
AGTGGTACTATTACTCCTCTCACTACCTGTTCTAGCAGGTGCAATTACAATATTATTAAC
AGACCGAAACCTTAACACATCGTTCTTTGACCCTGCAGGTGGTGGAGATCCAATCTTATA
TCAACACCTATTC-
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Enchytraeidae sp. E31 SHD spécimens marqués

>0ligo197_E31 TIN33_ASV46 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E31;Enchytraei-
dae;sp;E31_TIN33_ASV46
TTTATCAAGAAACATAGCTCATGCTGGCCCATCAGTAGACTTAGCAATCTTCTCTCTTCA
CCTAGCCGGGGCTTCTTCCATTCTAGGAGCTGTAAATTTTATTTCAACCGTTATTAATAT
ACGGTGACAAGGAATTCAACTAGAACGAATTCCTCTATTTGTATGAGCCGTAACAATTAC
AGTTGTACTCCTTTTATTATCATTACCAGTATTAGCAGGAGCCATTACAATACTACTAAC
AGATCGAAATCTCAATACCTCATTCTTCGACCCTGCCGGTGGTGGAGATCCTATCCTATA
CCAACACTTATTT-

Fridericia isseli E32 SHD spécimens marqués

>0ligo260_E32_Cugy_ 38 ASV38 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E32;Fridericia;is-
seli;E32_Cugy_38_ASV38
TCTAGCAAGAAATATTGCTCATGCTGGCCCATCAGTAGACTTAGCTATTTTCTCTCTTCA
TCTAGCCGGTGCCTCTTCAATTCTAGGCGCAGTAAATTTTATCTCTACAGTTATTAATAT
ACGTTGACAAGGTCTTCAATTAGAACGAATTCCATTATTTGTATGAGCTGTTACAATTAC
AGTTGTTCTCCTTTTACTATCACTCCCAGTACTCGCAGGTGCAATTACAATATTACTAAC
AGATCGAAATCTAAATACCTCATTCTTCGATCCTGCAGGTGGAGGAGATCCAATCCTCTA
TCAACATCTATTC-

Enchytraeidae sp. E33 SHD spécimens marqués

>0ligo198 E33_TIN37_ASV73 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E33;Enchytraei-
dae;sp;E33_TIN37_ASV73
TCTATCAAGAAACATAGCACACGCTGGACCATCTGTAGACTTAGCAATTTTTTCCCTTCA
CTTAGCAGGAGCGTCATCTATTCTAGGTGCAGTTAACTTCATTTCCACAGTAATCAACAT
ACGATGACAAGGTATCCAGTTAGAACGAATCCCCCTATTTGTTTGAGCTGTAACTATTAC
TGTCGTACTTCTACTTCTATCTCTACCAGTTTTAGCAGGAGCCATCACCATATTACTAAC
AGATCGAAACCTTAATACATCATTCTTTGACCCAGCAGGAGGTGGAGACCCTATTCTATA
TCAACACTTATTC-

Enchytraeidae sp. E36 Barcoding (Sanger)

>0ligol72_E36_BD_Glattll Enchytraeidae;Enchytraedinae;E36;Enchy-
traeidae;sp;E36_BD_Glattll
TCTTGCTAGTAATATAGCCCACGCTGGCCCATCAGTAGATCTAGCAATTTTTTCACTTCA
CCTTGCAGGAGCCTCATCAATTTTAGGAGCAGTAAACTTTATTTCAACCGTAATCAATAT
GCGATGACAAGGAATTCAATTAGAACGAATTCCATTATTCGTTTGAGCTGTAACAATTAC
AGTAGTTCTACTATTACTATCTCTTCCAGTTCTTGCTGGAGCAATTACTATATTATTAAC
AGATCGAAATTTAAACACATCTTTCTTTGACCCAGCTGGCGGTGGAGACCCTATTTTATA
TCAACATCTATTT-

>Sanger_Glattll E36
--AACCTTATATTTCATCTTAGGAGTATGAGCAGGCATAATAGGTGCCGCAATAAGTTTA
ATTATCCGTACAGAACTTAGACAGCCTGGATCATTTCTAGGCAGAGACCAACTATATAAT
ACAGTAGTAACAGCTCATGCATTTCTAATAATCTTTTTTTTAGTAATGCCTGTATTCATC
GGAGGGTTTGGAAACTGACTTCTACCACTAATATTAGGAGCCCCTGATATAGCATTCCCA
CGTCTAAATAATATAAGATTTTGACTTCTACCACCCTCATTAATTCTCCTTCTATCTTCA
GCAGCAGTAGAAAAAGGAGCAGGTACAGGATGAACAGTGTACCCACCTCTTGCTAGTAAT
ATAGCCCACGCTGGCCCATCAGTAGATCTAGCAATTTTTTCACTTCACCTTGCAGGAGCC
TCATCAATTTTAGGAGCAGTAAACTTTATTTCAACCGTAATCAATATGCGATGACAAGGA
ATTCAATTAGAACGAATTCCATTATTCGTTTGAGCTGTAACAATTACAGTAGTTCTACTA
TTACTATCTCTTCCAGTTCTTGCTGGAGCAATTACTATATTATTAACAGATCGAAATTTA
AACACATCTTTCTTTGACCCAGCTGGCGGTGGAGACCCTAT-TTTATATCAACATCTATT
T-




Enchytraeidae sp. E38 SHD spécimens marqués

>0ligo209 E38 BENENTE15_ ASV39 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E38;Enchy-
traeidae;sp;E38_BENENTE15 ASV39
ACTAGCAAGGAATATCGCCCACGCTGGACCCTCAGTAGACCTTGCTATTTTTTCTTTACA
CCTTGCAGGTGCCTCATCTATTCTAGGCGCAGTAAATTTTATCTCTACTGTAATCAACAT
ACGATGACAAGGCCTACAACTAGAGCGAATCCCTCTATTCGTTTGAGCTGTTACAATTAC
TGTAGTTCTTTTATTACTATCCCTCCCAGTTCTAGCTGGAGCAATTACTATACTATTAAC
CGACCGAAACCTCAACACATCATTTTTTGACCCGGCTGGTGGTGGAGATCCTATCCTTTA
CCAACACTTATTT-

Henlea montana E39 SHD spécimens marqués

>0ligo145 E39 Grab38 ASV70 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E39;Henlea;mon-
tana;E39_Grab38_ASV70
--TATCTAGTAATATTGCTCATGCTGGACCCTCAGTAGATTTAGCCATCTTCTCACTACA
TCTAGCAGGTGCTTCCTCCATCCTAGGAGCAGTAAACTTTATTACTACTGTCATTAACAT
ACGATGACAAGGACTTCACCTAGAACGAATTCCCCTTTTTGTATGAGCAGTAACAATCAC
AGTTGTTCTTCTTCTACTATCCCTTCCAGTATTAGCAGGAGCTATCACCATATTACTAAC
AGACCGTAACTTAAATACATCTTTCTTTGACCCAGCTGGCGGAGGTGATCCAATTCTATA
TCAACATCTATTT-

Enchytraeidae sp. E41 SHD spécimens marqués

>0ligo188 E41 DOU25 ASV231 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E41;Enchytraei-
dae;sp;E41_DOU25_ASV231
CCTAGCATCTAATATTGCCCATTCTGGGCCATCAGTAGACTTAGCTATTTTCTCTCTTCA
CCTAGCAGGTGCTTCCTCTATTCTAGGTGCCATCAACTTTATCACAACTGTAATTAACAT
ACGCTGACAAGGATTGCAGTTAGAACGCATCCCCCTATTTGTCTGAGCTGTGACAATTAC
TGTAGTTCTTCTCCTTCTTTCTCTTCCAGTTTTAGCTGGGGCTATCACCATGCTACTCAC
TGATCGAAATCTTAATACATCATTTTTTGATCCAGCAGGAGGTGGAGACCCCATTCTTTA
TCAACATCTCTTC-

Enchytraeidae sp. E42 SHD spécimens marqués

>0ligo187_E42_DOU14_ASV212 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E42;Enchytraei-
dae;sp;E42_DOU14_ASV212
CTTATCAAGAAATATTGCTCACGCAGGACCATCCGTAGATCTGGCTATTTTCTCCCTTCA
CTTAGCAGGTGCATCTTCCATTTTAGGCGCAGTTAACTTTATCACTACAGTAATCAATAT
ACGTTGACAAGGACTTCAATTAGAACGTATTCCTTTATTTGTATGAGCTGTAACAATTAC
AGTTGTTCTTCTCCTTCTGTCTCTTCCTGTACTTGCAGGAGCAATTACAATACTTTTAAC
AGATCGTAACCTCAATACTTCATTCTTCGACCCAGCTGGAGGAGGAGATCCAATTCTATA
TCAACACTTATTC-

Henlea perpusilla E43 SHD spécimens marqués

>0ligo184 E43 DOU10_ASV142 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E43;Henlea;perpu-
silla;E43_DOU10_ASV142
TCTATCAAGAAACATTGCTCATGCCGGACCATCGGTAGACTTAGCTATTTTTTCCCTTCA
TTTAGCAGGGGCATCATCTATTCTTGGAGCAGTAAACTTTATCACTACTGTAATTAACAT
ACGATGACAAGGTTTACAATTAGAACGAATTCCTTTATTCGTTTGAGCAGTAACAATTAC
AGTTGTCCTACTTCTTCTATCACTTCCAGTATTAGCAGGAGCAATCACTATACTTCTTAC
CGACCGTAACTTAAATACATCATTCTTTGACCCGGCGGGAGGAGGAGATCCTATCCTTTA
TCAACATTTATTC-

>0ligo194 E43_TIN28_ASV114 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E43;Henlea;perpu-
silla;E43_TIN28_ASV114
TCTATCAAGAAACATTGCTCATGCCGGACCATCGGTAGACTTAGCTATTTTTTCCCTTCA
TTTAGCAGGGGCATCATCTATTCTTGGAGCAGTAAACTTTATCACTACTGTAATTAACAT
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ACGATGACAAGGTTTACAATTAGAACGAATTCCTTTATTCGTTTGAGCAGTAACAATTAC
AGTTGTCCTACTTCTTCTATCACTTCCAGTATTAGCAGGAGCAATTACTATACTTCTTAC
CGACCGTAACTTAAATACATCATTCTTTGACCCAGCGGGAGGAGGAGATCCTATCCTTTA
TCAACATTTATTC-

Enchytraeidae sp. E46 SHD spécimens marqués

>0ligo251_E46_TAUL_19 ASV251 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E46;Enchytraei-
dae;sp;E46_TAUL_19_ASV251
ACTTGCAAGAAACATAGCTCATGCCGGACCATCTGTAGATCTGGCAATCTTCTCTCTTCA
TCTAGCCGGAGCCTCATCAATCCTAGGGGCAGTAAACTTCATTTCCACAGTAATTAATAT
ACGATGACAAGGGTTACAACTAGAACGTATTCCACTATTTGTCTGAGCTGTCACTATTAC
AGTAGTACTTCTCCTTCTATCATTACCAGTACTTGCCGGAGCTATTACCATGCTACTAAC
AGACCGAAACCTAAATACATCCTTCTTTGATCCAGCTGGAGGCGGAGACCCGATTCTATA
CCAACACTTATTT-

Enchytraeus buchholzi E50 Barcoding (Sanger)

>0ligo167_E50 BD_Taul2 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E50;Enchytraeus;buch-
holzi;E50_BD_Taul2
ACTAGCCAGAAATATTGCTCATGCTGGGCCGTCAGTAGATTTAGCTATCTTCTCACTACA
CTTAGCCGGTGCCTCATCAATTCTAGGAGCCGTAAATTTCATTACTACAGTTATTAATAT
ACGCTGACAGGGCTTAACCCTTGAACGAATTCCATTATTTGTATGAGCAGTTACTATTAC
AGTAGTTCTTCTTCTCCTATCTCTACCAGTATTAGCTGGAGCAATCACAATACTATTAAC
AGACCGTAATCTAAACACCTCATTCTTTGACCCAGCCGGAGGAGGGGACCCAATTTTATA
CCAACACTTATTC-

>Sanger_E_buchholzi_Taul2_E50
--AACACTATATTTTATTCTAGGAGTCTGAGCCGGAATAATAGGAGCAGCTATAAGCCTA
TTAATTCGAATTGAGTTAAGACAACCAGGGTCTTTCCTAGGAAGAGATCAATTGTATAAT
ACAATCGTAACTGCACATGCATTTTTAATGATTTTTTTTCTAGTAATACCAGTTTTTATT
GGGGGGTTTGGAAACTGACTTTTACCACTAATACTTGGTGCTCCAGACATAGCTTTCCCT
CGACTAAACAACATAAGATTTTGACTACTGCCTCCGGCACTAATATTATTATTATCATCT
GCAGCAGTTGAAAAAGGTGCCGGAACAGGATGAACTGTGTATCCACCACTAGCCAGAAAT
ATTGCTCATGCTGGGCCGTCAGTAGATTTAGCTATCTTCTCACTACACTTAGCCGGTGCC
TCATCAATTCTAGGAGCCGTAAATTTCATTACTACAGTTATTAATATACGCTGACAGGGC
TTAACCCTTGAACGAATTCCATTATTTGTATGAGCAGTTACTATTACAGTAGTTCTTCTT
CTCCTATCTCTACCAGTATTAGCTGGAGCAATCACAATACTATTAACAGACCGTAATCTA
AACACCTCATTCTTTGACCCAGCCGGAGGAGGGGACCCAAT-TTTATACCAACACTTATT
C-

Achaeta unibulba E51 SHD spécimens marqués

>0ligo212_E51 BENENTE34_ASV31 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E51;Achaeta;uni-
bulba;E51_BENENTE34_ASV31
ACTAGCTAGAAATATTGCTCATGCTGGACCATCAGTAGATTTAGCAATTTTCTCACTACA
TTTAGCTGGGGCCTCATCAATTTTAGGAGCTGTAAATTTTATCACCACAGTAATTAATAT
ACGATGACAAGGAATACGTCTTGAACGAATTCCTTTATTTGTATGAGCCGTAGTAATCAC
TGTTGTTCTTCTCCTTCTATCACTTCCAGTCCTAGCAGGAGCAATTACAATACTTCTAAC
CGACCGTAATTTAAACACTTCATTTTTTGACCCAGCTGGTGGTGGAGATCCTATTCTCTA
CCAACACTTATTT-

Enchytraeidae sp. E53 SHD spécimens marqués

>0ligo211_E53 BENENTE26_ASV41 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E53;Enchytraei-
dae;sp;E53_BENENTE26_ASV41
CCTAGCAAGAAATATTGCCCATGCTGGACCTTCTGTAGATTTAGCAATTTTCTCATTACA
TTTAGCTGGAGCTTCCTCCATTTTGGGAGCAGTTAACTTTATTACAACTGTTATCAACAT
GCGTTGACAAGGATTAACCCTTGAACGAATTCCATTATTCGTATGAGCAGTAACAATTAC




TGTTGTTTTACTACTTTTATCACTTCCAGTTCTAGCAGGGGCTATTACCATGCTATTAAC
AGACCGAAACCTAAATACATCATTCTTTGATCCAGCTGGGGGAGGGGATCCAATTCTATA
TCAACACTTATTT-

Enchytraeidae sp. E54 SHD spécimens marqués

>0ligo154_E54 ECH25_ASV71 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E54;Enchytraei-
dae;sp;E54_ECH25_ASV71
TCTAGCAAGTAATATTGCACACGCAGGTCCATCTGTAGACTTAGCCATTTTTTCTCTACA
TCTAGCAGGAGCCTCCTCAATCCTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACTGTAATTAACAT
ACGTTGACAAGGATTAACTCTTGAACGCATTCCACTATTTGTTTGAGCTGTTACAATTAC
AGTTGTATTACTTCTATTATCCCTTCCAGTTCTAGCTGGAGCCATTACTATGCTCTTAAC
GGATCGAAATCTAAATACATCATTTTTTGATCCTGCGGGAGGTGGAGATCCAATTTTATA
TCAACACTTATTC-

Enchytraeidae sp. E55 SHD spécimens marqués

>0ligo195 E55 TIN30_ASV93 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E55;Enchytraei-

dae;sp;E55 TIN30_ASV93
CCTAGCAAGTAACATTGCCCACGCCGGCCCATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCACTTCA
TTTAGCAGGAGCATCCTCCATTCTAGGAGCAGTAAACTTTATTACCACTGTAATCAACAT
ACGATGACAAGGACTAACTCTTGAACGCATTCCACTATTTGTGTGAGCAGTAACAATCAC
AGTTGTACTACTTCTACTATCCCTTCCAGTATTAGCTGGGGCAATTACCATATTACTAAC
AGATCGAAATCTTAATACATCGTTCTTCGACCCTGCAGGTGGAGGGGACCCAATTCTATA
CCAACATTTATTT-

>0ligo196_E55 TIN31_ASV99 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E55;Enchytraei-
dae;sp;E55_TIN31_ASV99
ACTAGCAAGTAACATTGCCCACGCCGGCCCATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCACTTCA
TCTAGCAGGAGCATCCTCCATTCTAGGAGCAGTAAACTTTATTACCACTGTAATCAACAT
ACGATGACAAGGACTAACTCTTGAACGCATTCCACTATTTGTATGAGCAGTAACAATCAC
AGTTGTACTACTTCTACTATCCCTTCCAGTATTAGCTGGAGCAATTACCATATTACTAAC
AGATCGAAATCTTAATACATCGTTCTTCGACCCTGCAGGTGGAGGTGACCCAATTCTATA
CCAACATTTATTT-

>0ligo216_E55 BENENTE44_ASV33 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E55;Enchytraei-
dae;sp;ES5_BENENTE44_ASV33
ATTAGCAAGAAACATTGCCCACGCCGGTCCATCAGTAGACCTAGCTATTTTTTCACTACA
CCTAGCAGGTGCATCCTCCATTCTAGGAGCAGTAAACTTTATCACTACTGTAATCAACAT
GCGCTGACAAGGACTAACTCTTGAACGAATTCCATTATTTGTGTGAGCAGTAACAATCAC
AGTTGTACTACTCCTATTATCCCTTCCAGTATTAGCCGGAGCAATTACCATACTACTAAC
AGATCGAAATCTTAATACATCATTCTTCGACCCTGCGGGAGGAGGAGACCCTATTCTATA
TCAACACTTATTT-

Achaeta sp. E56 SHD spécimens marqués

>0ligo233_E56_Spe027z_25 26 ASV195 Enchytraeidae;Enchytraedi-
nae;E56;Achaeta;sp;E56_Spe027z_25 26 _ASV195
ACTAGCAAGAAACATTGCTCATGCTGGCCCAGCTGTAGATATAACCATTTTCTCATTACA
CTTAGCCGGAGCATCTTCAATTCTTAGTGCAATAAATTTTATTACTACTACAATTAATAT
ACGATGAAAAGGAATAACTATAAATCGAATTCCACTATTCGCATGAGCAATAACTATTAC
AGCAATACTTCTACTTTTAGCTCTTCCTGTCCTAGCTGGTGCAATTACTATATTACTAAC
AGATCGAAACCTCAATACCTCATTTTTTGACCCAGCAGGAGGGGGAGACCCTATTTTATA
CCAACACCTATTC-

Enchytraeidae sp. E58 SHD spécimens marqués

>0ligo199 E58 BENENTE3_16_18 19 25 28 ASV5 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E58;En-
chytraeidae;sp;E58 BENENTE3_16_18 19 25 28 ASV5
TCTCTCCAGAAACTTGGCCCATGCTGGCCCTTCAGTTGACTTAGCAATTTTTTCTCTTCA
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TTTAGCAGGGGCCTCTTCAATTCTTGGAGCCGTAAACTTTATTACTACAGTAATTAACAT
ACGATGACAAGGACTAAGTTTAGAGCGAATTCCATTATTCGTATGAGCAGTATTAATTAC
AGTAGTTTTACTACTACTATCTCTACCAGTTCTTGCTGGGGCAATCACTATACTTCTTAC
TGATCGAAACCTAAACACATCATTCTTTGACCCAGCAGGAGGAGGAGATCCAGTTCTATA
CCAACACTTATTT-

Enchytronia christenseni E60 SHD spécimens marqués

>0ligo239 E60 Spe027z_30_ASV125 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E60;Enchytronia;chris-
tenseni;E60_Spe027z_30_ASV125
CCTATCATCAAACATCGCACACGCTGGCCCATCCGTAGATTTAGCTATTTTCTCACTACA
TCTTGCTGGTGCATCTTCAATTCTAGGAGCCATTAACTTTATTACTACTGTAATTAATAT
ACGATGACAAGGAATACAACTAGAACGAATTCCACTCTTTGTATGAGCAGTAACTATTAC
AGTTGTATTACTACTACTATCACTACCTGTTCTAGCAGGTGCAATCACCATACTTCTAAC
AGACCGCAACTTAAATACTTCATTCTTCGACCCAGCAGGAGGAGGTGATCCAATTCTCTA
CCAACATCTATTC-

Cognettia chlorophila E62 SHD spécimens marqués

>0ligo205_E62 BENENTE11l 13 ASV19 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E62;Cognettia;chloro-
phila;E62_BENENTE11_ 13 ASV19
TCTTTCATCAAACATAGCACATGCCGGCCCATCAGTCGATTTAGCCATTTTCTCCCTTCA
CTTAGCAGGTGCTTCATCTATTCTAGGAGCCGTTAATTTTATTACTACAGTAATCAATAT
ACGAATAAAAGGAATACAATTAGAACGAATCCCCCTATTCGTATGAGCAGTTGTTATTAC
AGTCGTCCTTCTTCTCTTATCCCTTCCCGTTCTAGCAGGAGCTATTACTATACTTCTAAC
AGACCGAAATCTTAACACATCTTTCTTTGATCCAGCTGGCGGAGGAGACCCTATTCTTTA
TCAACACTTATTC-

Cognettia varisetosa E63 SHD spécimens marqués

>0ligo214 E63 BENENTE43_ASV34 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E63;Cognettia;varise-
tosa;E63_BENENTE43_ASV34
GTTATCTTCTAACATAGCTCACGCTGGCCCATCAGTTGATTTAGCAATTTTTTCTCTTCA
TCTAGCAGGTGCCTCATCAATTCTAGGAGCTGTAAATTTCATTACTACTGTAATTAATAT
ACGTATAAAAGGAATACAATTAGAACGAATTCCTCTTTTTGTATGAGCTGTAGTAATTAC
AGTTGTCCTTCTCCTACTATCACTTCCAGTTCTAGCAGGGGCAATTACCATACTTCTTAC
AGACCGAAACCTAAATACTTCATTTTTTGACCCAGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTATA
TCAACATCTCTTC-

Stercutus niveus E65 SHD spécimens marqués

>0ligo207_E65_BENENTE14_30_ASV17 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E65;Stercutus;ni-
veus;E65_BENENTE14 30 _ASV17
--TATCCAGAAACCTAGCACATGCAGGCCCATCTGTCGACCTAGCAATTTTTTCCCTTCA
TCTAGCAGGAGCATCATCAATTCTAGGAGCAGTAAACTTCATTACAACAGTAATCAATAT
ACGGCTCAAAGGTATACAATTAGAACGAATTCCCCTGTTCGTATGAGCTGTAGTTATTAC
TGTAGTTCTCCTTCTTCTATCCCTTCCAGTTCTTGCCGGAGCGATCACTATACTTCTAAC
AGATCGAAATCTCAACACATCGTTCTTTGACCCTGCTGGTGGAGGTGACCCAATCCTATA
CCAACATCTATTC-

Enchytraeidae sp. E67 SHD spécimens marqués

>0ligo200_E67_BENENTES5_ASV42 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E67;Enchytraei-
dae;sp;E67_BENENTES5_ASV42
TCTTTCTAGAAATTTAGCTCATGCAGGTCCATCTGTAGATCTAGCTATTTTCTCGCTACA
TTTAGCTGGAGCTTCATCTATTTTAGGGGCCGTTAACTTTATTACAACAGTAATTAATAT
ACGCTGACAAGGATTACGACTAGAACGAATTCCTTTATTTGTATGAGCTGTTGTAATTAC
AGTAGTTTTATTACTACTATCTCTACCAGTATTAGCTGGAGCAATTACAATACTTTTAAC




TGACCGAAACTTAAACACATCATTTTTTGACCCTGCAGGTGGAGGTGACCCTATTTTATA
TCAACATTTATTT-

Mesenchytraeus armatus E68 SHD spécimens marqués

>0ligo190_E68 TIN13 14 16 19 22 23 24 25 26 29 ASV11 Enchytraeidae;Enchytraedi-
nae;E68;Mesenchytraeus;armatus;E68 TIN13 14 16 19 22 23 24 25 26 29 ASV11
ACTATCTAGAAACCTGGCTCATGCCGGACCATCTGTAGACCTAGCAATTTTCTCATTACA
CTTAGCCGGTGCCTCATCAATTTTAGGAGCCGTAAACTTCATTACAACAGTAGTAAACAT
ACGATGACAAGGACTTCGACTAGAACGAATTCCTTTATTTGTATGAGCAGTTGTAATTAC
AGTAGTCTTATTACTTCTATCTCTACCAGTGCTAGCAGGAGCAATTACTATACTTCTTAC
AGATCGAAATCTAAACACCTCATTCTTCGACCCAGCTGGAGGGGGAGACCCAATCCTATA
CCAACATTTATTT-

Achaeta danica E69 SHD spécimens marqués

>0ligo237_E69 Spe027z_28 29 ASV124 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E69;Achaeta;da-
nica;E69 Spe027z_28 29 ASV124
ATTAGCAAGTAATATTGCCCACGCCGGACCATCAGTAGACCTAGCCATTTTCTCCCTCCA
TCTAGCAGGAGCTTCATCAATTTTAGGAGCTGTAAACTTTATTACCACAGTGATTAACAT
ACGATGACAAGGAATACGACTAGAACGAATCCCACTATTCGTATGAGCCGTAGTTATCAC
CGTAGTTCTTCTACTACTTGCTCTACCAGTACTAGCAGGGGCAATTACTATACTATTAAC
AGACCGAAACTTAAATACGTCCTTCTTCGACCCAGCCGGGGGAGGTGACCCAATTCTATA
CCAACACTTATTC-

Achaeta iberica E70 SHD spécimens marqués

>0ligo235 E70 Spe027z_27_ ASV141 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E70;Achaeta;ibe-
rica;E70_Spe027z_27_ASV141
CTTAGCAAGTAATATTGCTCACTCTGGCCCATCAGTAGATCTAGCAATTTTCTCTCTTCA
TTTAGCCGGAGCATCATCAATCTTAGGAGCCGTAAACTTTATCACCACTGTTATTAATAT
ACGATGACAAGGAATACGCCTCGAACGAATCCCACTATTTGTATGAGCAGTTGTAATCAC
CGTAGTCCTTCTATTACTATCCCTTCCAGTTCTAGCAGGAGCTATCACAATACTCCTAAC
AGATCGAAATCTCAATACATCATTTTTTGACCCTGCTGGAGGTGGAGACCCTATTCTATA
CCAACACTTATTC-

Enchtraeidae sp. E71 SHD éthanol

>0ligo309_E71 TIN_eth ASV2671 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E71;Enchtraei-
dae;sp;E71_TIN_eth_ASV2671
TCTAGCTAGAAATATAGCTCACGCTGGTCCCTCTGTAGATCTTGCTATTTTCTCGTTACA
TTTAGCAGGTGCATCCTCAATTCTAGGTGCCGTAAATTTTATCTCTACAGTTATTAATAT
ACGGTGACAAGGTCTACAACTAGAACGCATTCCTCTATTCGTATGAGCTGTTACTATTAC
CGTTGTTCTATTACTTCTATCTCTACCTGTACTAGCAGGTGCTATTACTATACTTCTAAC
TGATCGAAACCTAAACACATCATTTTTCGATCCTGCTGGTGGTGGAGATCCAATTTTATA
CCAACATCTATTT-

Enchytraeidae sp. E72 SHD éthanol

>0ligo300_E72_TIN_eth_ASV1443 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E72;Enchytraei-
dae;sp;E72_TIN_eth_ASV1443
TTTAGCCAGAAACATAGCACATGCAGGACCCTCAGTTGATCTAGCAATTTTCTCTCTCCA
TCTAGCAGGAGCATCTTCCATCCTTGGTGCAGTAAATTTCATTTCAACCGTAATTAATAT
ACGATGACAAGGTCTTCAATTAGAACGAATCCCTTTATTTGTATGAGCAGTTACAATTAC
CGTAGTTCTTCTATTACTATCTCTACCAGTTTTAGCTGGTGCAATTACCATACTACTAAC
TGACCGAAATCTTAATACTTCATTCTTCGACCCCGCAGGAGGAGGAGACCCAATTCTATA
TCAACATTTATTT-
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Enchytraeidae sp. E73 SHD éthanol

>0ligo303_E73_TIN_eth_ASV905 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E73;Enchytraei-
dae;sp;E73_TIN_eth_ASV905
ACTTGCTAGAAATATGGCTCATGCTGGACCATCAGTTGATCTAGCAATCTTCTCCCTTCA
CTTAGCAGGAGCTTCATCAATCCTTGGTGCTGTAAACTTTATCTCTACAGTAATCAATAT
GCGTTGACAAGGTATACAACTCGAACGAATTCCACTCTTTGTGTGAGCGGTAACCATTAC
AGTAGTTCTACTACTCCTATCTTTACCAGTGTTAGCTGGCGCAATTACTATACTCCTAAC
AGATCGAAATTTAAATACCTCATTCTTTGACCCAGCTGGTGGTGGCGATCCAATTCTATA
TCAACACTTATTC-

Enchytraeidae sp. E74 SHD éthanol

>0ligo302_E74 _LAND_eth ASV1460 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E74;Enchytraei-
dae;sp;E74_LAND_eth_ASV1460
CCTAGCTAGAAATATTGCTCATGCAGGGCCCTCAGTAGATCTAGCAATCTTCTCCCTACA
CCTAGCAGGTGCTTCATCAATTTTAGGCGCCGTAAATTTTATTACTACTGTAATTAACAT
ACGGTGACAAGGACTAACCCTAGAACGAATTCCATTATTTGTATGGGCCGTAACAATTAC
TGTAGTACTTCTCCTACTATCATTACCAGTATTAGCTGGAGCAATTACCATATTATTAAC
AGATCGAAACTTAAACACTTCATTTTTCGACCCTGCCGGAGGGGGGGATCCAATTCTGTA
TCAACACCTATTC-

Enchytraeidae sp. E75 SHD éthanol

>0ligo307_E75_TIN_eth_ASV3565 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E75;Enchtraei-
dae;sp;E75_TIN_eth_ ASV3565
TTTAGCAAGAAATATTGCTCATGCTGGACCTTCTGTAGATTTAGCAATTTTTTCATTACA
TTTAGCAGGAGCTTCATCAATTTTAGGAGCAGTAAACTTCATTACCACAGTTATTAATAT
ACGATGACAAGGATTAACTCTAGAACGAATCCCATTGTTTGTGTGAGCAGTAACAATTAC
TGTAGTATTACTTCTTCTATCTCTACCAGTACTAGCAGGTGCAATTACCATACTATTAAC
TGATCGAAACCTAAATACATCATTCTTCGACCCGTCTGGAGGAGGAGATCCAATCCTTTA
TCAACACTTATTC-

Globulidrilus riparius E76 SHD mélange spécimens

>0ligo316_E76_Spel7z2_Bulk_ASV250 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E76;Globulidrilus;ripa-
rius;E76_Spel7z2_Bulk_ASV250
ACTATCAAGAAACATAGCACATGCAGGCCCATCTGTAGATCTAGCAATTTTTTCTCTACA
TTTAGCTGGTGCATCATCAATTCTTGGAGCAGTAAATTTTATTACTACTGTAATCAACAT
ACGATGACAAGGATTAAGACTTGAACGAATCCCTCTATTTGTATGAGCCGTAACAATTAC
TGTAGTTCTACTACTTCTATCACTACCTGTATTAGCTGGTGCAATTACTATACTATTAAC
TGATCGAAATCTAAATACTTCATTCTTTGACCCAGCTGGAGGCGGAGACCCTGTATTATA
TCAACACCTATTC-

Enchytraeidae sp. E77 SHD mélange spécimens

>0ligo318 E77_TIN1_Bulk_ASV330 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E77;Enchtraei-
dae;sp;E77_TIN1_Bulk_ASV330
CCTATCAAGAAATATTGCCCATGCCGGCCCATCAGTAGACATC---CATTTTTCTCTACA
TTTAGCAGGTACATCATCTATTCTTGGTGCAGTTAACTTCATTACTATG--AATCAACAT
ACGTTGACAAGGGCTTCATCTTGAACGAATCCTTCTATTTGTGTGAGTCGTAACCATTAC
AGTAGTCCTTCTTCTTCTATCCCTACCAGTCTTAGCTGGAACAATTGCTATACTTT-AAC
AGATCGTAATTTAAACATTTAATTTTTTGGTCCCGTGGGAGAAGGTGACCCAATTCTCTA
TCGACACCTTCTT-

Enchytraeidae sp. E78 SHD mélange spécimens

>0ligo312_E78_Grabenl Bulk_ASV78 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E78;Enchtraei-
dae;sp;E78 Grabenl Bulk_ASV78




TTTAGCAAGAAATATCGCACATGCAGGACCATCAGTTGACTTAGCAATTTTCTCATTACA
TTTAGCGGGGGCATCATCTATTTTAGGGGCTGTTAACTTTATTACTACAGTAATTAATAT
ACGATGACAGGGATTAACTCTTGAACGAATTCCACTATTTGTTTGAGCAGTCACAATTAC
TGTAGTTTTATTACTCCTATCTCTACCCGTATTAGCAGGTGCTATTACAATACTACTTAC
TGACCGAAATCTAAATACCTCATTTTTTGACCCTGCTGGAGGAGGTGACCCAATTTTATA
TCAACATTTATTC-

Enchytraeidae sp. E79 SHD mélange spécimens

>0ligo315_E79 LAND2_Bulk_ASV220 Enchytraeidae;Enchytraedinae;E79;Enchtraei-
dae;sp;E79_LAND2_Bulk_ASV220
ATTAGCAAGAAATATTGCACATGCAGGCCCATCAGTTGACTTAGCAATTTTCTCATTACA
TTTAGCCGGGGCATCATCTATTTTAGGGGCCGTAAACTTCATTACTACAGTAATTAATAT
ACGATGACAAGGATTAACTCTTGAACGTATTCCATTATTTGTTTGAGCAGTTACAATCAC
TGTAGTACTACTACTCTTATCTTTACCAGTATTGGCCGGTGCTATTACCATACTACTTAC
TGATCGAAATTTAAATACCTCATTTTTTGACCCAGCAGGTGGGGGAGATCCAATTTTATA
TCAACACTTATTT-

Aporrectedea rosea LC5 SHD spécimens marqués

>0ligo186_LC5_DOU13_ASV144 Lumbricidae;Lumbricinae;LC5;Aporrectedea;ro-
sea;LC5_DOU13_ASV144
TCTATCAAGAAATCTGGCCCATGCTGGACCCTCTGTTGACCTAGCCATTTTCTCACTACA
CTTGGCAGGAGCATCCTCAATTCTCGGAGCCATTAACTTTATTACAACAGTTATTAATAT
ACGATGAAGAGGTTTACGACTAGAGCGAATCCCGCTATTTGTCTGAGCCGTAGTTATTAC
AGTAGTGTTACTTCTTCTATCCCTACCAGTGCTAGCCGGAGCTATTACTATACTCCTAAC
AGACCGAAATCTAAATACATCCTTCTTTGACCCTGCAGGGGGGGGAGATCCCATTCTATA
TCAACACTTATTC-

Aporrectodea icterica LC6 SHD spécimens marqués

>0ligo231_LC6_Spe027z_14 ASV1091 Lumbricidae;Lumbricinae;LC6;Aporrectodea;icte-
rica;LC6_Spe027z_14 ASV1091
TCTAGCAAGAAATTTGGCCCACGCAGGGCCCTCCGTAGACCTCGCTATTTTCTCTCTCCA
CTTAGCAGGTGCTTCATCAATTCTTGGGGCAATTAACTTTATTACAACAGTCATCAATAT
ACGCTGAAGAGGCTTACGTCTTGAACGAATTCCACTATTCGTATGAGCCGTAGTAATTAC
AGTAGTTCTACTCTTACTGTCTCTTCCAGTATTGGCAGGAGCTATTACCATACTTCTAAC
AGACCGTAATCTCAACACCTCATTCTTTGATCCGGCGGGAGGGGGAGACCCTATCTTATA
TCAACATTTATTC-

Nais barbata N17 SHD spécimens marqués

>0ligo150_N17_LAND19 ASV24 Naididae;Naidinae;N17;Nais;barbata;N17_LAND19 ASV24
CCTATCAAGAAATCTAGCTCATGCTGGACCATCTGTAGATATGGCTATTTTTTCACTCCA
TTTAGCGGGTGCCTCTTCTATTTTAGGGGCAGTAAACTTTATTACTACAGTAATAAATAT
ACGTTGAAATGGAATACGATTAGAGCGACTTCCATTATTTGTATGAGCGGTATTTCTTAC
AGTAATCCTTCTACTACTATCTCTACCAGTTCTTGCAGGAGCAATTACTATATTACTAAC
AGATCGAAATCTTAATACATCATTTTTTGATCCTGCTGGGGGTGGAGATCCTATTCTTTA
TCAACATTTATTT-

>Sanger_N_barbata_ NBA1_N17
--TACACTATATCTAATTTTAGGAGTATGAGCAGGAATAGTAGGAACTGGAACAAGATTA
CTAATTCGTATTGAACTCTCACAACCAGGATCATTTCTTGGAAGAGATCAATTATATAAT
ACTCTTGTAACAGCACATGCATTCTTAATAATTTTCTTTTTAGTAATACCTGTATTTATT
GGGGGATTCGGAAACTGACTTCTCCCATTAATATTAGGTGCTGCCGATATAGCATTCCCA
CGACTAAATAACCTTAGATTTTGATTACTTCCACCATCATTAATTTTATTAATCTCTTCT
GCAGCTGTAGAAAAAGGAGCTGGTACAGGATGAACAGTATACCCGCCCCTATCAAGAAAT
CTAGCTCATGCTGGACCATCTGTAGATATGGCTATTTTTTCACTCCATTTAGCGGGTGCC
TCTTCTATTTTAGGGGCAGTAAACTTTATTACTACAGTAATAAATATACGTTGAAATGGA
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ATACGATTAGAGCGACTTCCATTATTTGTATGAGCGGTATTTCTTACAGTAATCCTTCTA
CTACTATCTCTACCAGTTCTTGCAGGAGCAATTACTATATTACTAACAGATCGAAATCTT
AATACATCATTTTTTGATCCTGCTGGGGGTGGAGATCCTAT-TCTTTATCAACATTTATT
T-

Chaetogaster diaphanus N18 Barcoding (Sanger)

>0ligo170_N18 BD_CDP2 Naididae;Naidinae;N18;Chaetogaster;diaphanus;N18 BD_CDP2
TCTATCAAGGAATCTTGCTCATGCTGGACCTTCAGTTGATATAGCAATTTTTTCTCTACA
CTTAGCAGGGGCTTCATCTATTCTAGGAGCAGTTAATTTTATTACTACAACAATTAACAT
GCGATGAAATGGAATACGAATAGAACGTCTACCATTATTTGTATGAGCAGTACTATTAAC
AGTTATTCTTCTATTACTATCATTACCAGTTCTTGCTGGAGCTATTACTATACTATTAAC
AGATCGAAACCTAAACACCTCTTTCTTTGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTATTTTATA
CCAACATTTATTC-

>Sanger_C_diaphanus_CDP2_N18
--CACTCTATATTTAATTTTAGGAGTATGAGCAGGAATAATTGGTACAGGAACTAGAATA
CTAATTCGAATTGAACTATCTCAACCTGGTTCATTCTTAGGAAGAGATCAACTATATAAC
ACTCTAGTTACCGCACATGCATTTCTAATAATTTTCTTTTTAGTAATACCTGTATTTATT
GGAGGATTTGGAAATTGACTTCTTCCACTAATATTAGGAGCACCAGATATAGCTTTCCCA
CGTTTAAACAATTTAAGATTTTGATTATTACCTCCCTCACTAATTTTATTAATTTCATCT
GCCGCTGTAGAAAAAGGTGCAGGTACAGGATGAACTGTTTACCCTCCTCTATCAAGGAAT
CTTGCTCATGCTGGACCTTCAGTTGATATAGCAATTTTTTCTCTACACTTAGCAGGGGCT
TCATCTATTCTAGGAGCAGTTAATTTTATTACTACAACAATTAACATGCGATGAAATGGA
ATACGAATAGAACGTCTACCATTATTTGTATGAGCAGTACTATTAACAGTTATTCTTCTA
TTACTATCATTACCAGTTCTTGCTGGAGCTATTACTATACTATTAACAGATCGAAACCTA
AACACCTCTTTCTTTGACCCGGCTGGTGGTGGAGACCCTAT-TTTATACCAACATTTATT
C-

Chaetogaster diastrophus N19 Barcoding (Sanger)

>0ligol74_N19 BD_CDS1 Naididae;Naidinae;N19;Chaetogaster;diastrophus;N19 BD_CDS1
ACTATCAAGAAATCTTGCCCATGCAGGACCCTCAGTAGATATAGCAATTTTCTCTCTACA
TTTAGCCGGTGCTTCATCTATCTTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACAGTCATTAACAT
ACGATGAAATGGCATACGTTTAGAGCGACTCCCTTTATTTGTATGAGCGGTATTACTAAC
AGTAATTCTCTTACTTCTATCTCTTCCAGTACTAGCAGGTGCAATCACTATGCTATTAAC
AGACCGAAATCTAAACACTTCATTTTTCGATCCTGCTGGCGGCGGAGACCCTATTTTATA
TCAACATCTATGT-

>0ligo175_N19 BD_CDS2 Naididae;Naidinae;N19;Chaetogaster;diastrophus;N19_BD_CDS2
ACTATCAAGAAATCTTGCCCATGCAGGACCTTCGGTAGATATAGCAATTTTCTCTCTGCA
TTTAGCCGGTGCTTCATCTATCTTAGGGGCAGTAAATTTTATTACAACAGTCATTAACAT
ACGATGAAATGGCATACGTTTAGAGCGACTCCCTTTATTTGTATGGGCAGTATTACTAAC
AGTAATTCTTTTACTTCTATCTCTTCCAGTACTAGCAGGTGCAATCACTATACTATTAAC
AGACCGAAATCTAAACACTTCATTTTTCGATCCTGCTGGCGGCGGAGACCCTATTTTATA
TCAACATCTATTT-

>Sanger_C_diastrophus CDS1 N19
--CACTTTATACCTAATTTTAGGTGTGTGAGCAGGTATAGTAGGTACAGGAACTAGAATA
CTAATTCGAATTGAACTATCCCAACCCGGATCATTCCTAGGAAGTGACCAACTATATAAC
ACTTTAGTCACTGCACATGCATTTTTAATAATTTTCTTTCTTGTAATACCAGTATTTATT
GGCGGATTTGGAAACTGACTTTTACCTCTTATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTCCCT
CGACTAAATAACTTAAGATTTTGACTTCTACCCCCATCCCTAATTTTACTTGTATCTTCA
GCTGCTGTAGAAAAAGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTGTATCCCCCACTATCAAGAAAT
CTTGCCCATGCAGGACCCTCAGTAGATATAGCAATTTTCTCTCTACATTTAGCCGGTGCT
TCATCTATCTTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACAGTCATTAACATACGATGAAATGGC
ATACGTTTAGAGCGACTCCCTTTATTTGTATGAGCGGTATTACTAACAGTAATTCTCTTA
CTTCTATCTCTTCCAGTACTAGCAGGTGCAATCACTATGCTATTAACAGACCGAAATCTA
AACACTTCATTTTTCGATCCTGCTGGCGGCGGAGACCCTAT-TTTATATCAACATCTATG
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T-
>Sanger_C_diastrophus_CDS2_N19
--CACTTTATACCTAATTTTAGGTGTATGAGCAGGTATAGTAGGCACAGGAACTAGAATA
CTAATTCGAATTGAACTATCTCAACCCGGATCATTCCTAGGAAGTGACCAACTATATAAC
ACTTTAGTCACTGCACATGCATTTTTAATAATTTTCTTTCTTGTAATGCCAGTATTTATT
GGCGGATTTGGAAACTGACTTTTACCTCTTATACTAGGAGCTCCTGATATGGCATTCCCT
CGACTAAATAACTTAAGATTTTGACTTCTACCCCCATCCCTAATTTTACTTGTATCTTCA
GCTGCTGTAGAAAAAGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTTTATCCCCCACTATCAAGAAAT
CTTGCCCATGCAGGACCTTCGGTAGATATAGCAATTTTCTCTCTGCATTTAGCCGGTGCT
TCATCTATCTTAGGGGCAGTAAATTTTATTACAACAGTCATTAACATACGATGAAATGGC
ATACGTTTAGAGCGACTCCCTTTATTTGTATGGGCAGTATTACTAACAGTAATTCTTTTA
CTTCTATCTCTTCCAGTACTAGCAGGTGCAATCACTATACTATTAACAGACCGAAATCTA
AACACTTCATTTTTCGATCCTGCTGGCGGCGGAGACCCTAT-TTTATATCAACATCTATT

T-

Chaetogaster sp. ou Amphichaeta sp. ? N20 Barcoding (Sanger)

>0ligo179_N20_BD_Glatt6 Naididae;Naidinae;N20;Chaetogaster;sp;Amphi-
chaeta;sp;N20_BD_Glatt6
ATTATCAAGAAACATTGCACATGCCGGACCTTCTGTAGATATGGCTATTTTCTCGCTACA
TTTAGCTGGTGCTTCATCTATTCTAGGTGCAGTTAATTTTATTACTACAGTAATTAACAT
ACGATGAAATGGAATACGATTAGAACGAATTCCTCTATTTGTATGAGCAGTATTACTAAC
GGTTATCCTACTTTTATTATCTCTTCCAGTACTAGCAGGAGCAATTACTATATTACTAAC
AGATCGAAATCTAAACACTTCTTTCTTTGATCCCGCTGGAGGTGGTGATCCTATTCTATA
TCAACATCTATTT-

>Sanger_Chaetogaster_sp_Amphichaeta_sp_Glatt6_N20
--CACTCTATACTTAATTTTAGGAATTTGAGCAGGAATAATTGGTACAGGAACCAGAATA
CTTATTCGAATTGAACTATCACAACCAGGATCATTCCTAGGCAGAGATCAATTATATAAC
ACTCTAGTAACTGCCCATGCATTCTTAATAATTTTCTTTCTAGTTATACCAGTATTTATT
GGAGGATTCGGAAACTGATTACTTCCACTAATACTTGGTGCACCCGATATGGCATTCCCA
CGGTTAAATAACCTAAGATTTTGACTTCTTCCACCATCATTAATTTTATTAATTTCATCT
GCTGCAGTAGAAAAAGGCGCAGGAACAGGATGAACAGTATATCCTCCATTATCAAGAAAC
ATTGCACATGCCGGACCTTCTGTAGATATGGCTATTTTCTCGCTACATTTAGCTGGTGCT
TCATCTATTCTAGGTGCAGTTAATTTTATTACTACAGTAATTAACATACGATGAAATGGA
ATACGATTAGAACGAATTCCTCTATTTGTATGAGCAGTATTACTAACGGTTATCCTACTT
TTATTATCTCTTCCAGTACTAGCAGGAGCAATTACTATATTACTAACAGATCGAAATCTA
AACACTTCTTTCTTTGATCCCGCTGGAGGTGGTGATCCTAT-TCTATATCAACATCTATT
T-

Amphichaeta raptisae N21 SHD éthanol

>0ligo279 N21 Spel8z_eth_ ASV4506 Naididae;Naidinae;N21;Amphichaeta;rapti-
sae;N21 Spel8z_eth ASV4506
CCTTTCTAGAAATATTGCCCATGCTGGACCATCAGTAGACATGGCTATTTTCTCATTACA
TTTAGCTGGGGCATCATCAATTCTTGGAGCAGTAAATTTTATTACTACAGTAATTAACAT
ACGATGAAATGGAATACGACTAGAACGAATCCCATTATTTGTATGAGCAGTATTTTTAAC
AGTTATTTTACTTTTATTATCCCTACCTGTACTAGCAGGAGCAATTACAATACTTTTAAC
AGACCGTAATTTAAATACTTCATTTTTTGACCCTGCAGGAGGAGGAGACCCTATTTTATA
CCAACATTTATTT-

Chaetogaster limnaei N22 SHD éthanol

>0ligo284 N22_ Spel9z eth_ ASV3751 Naididae;Naidinae;N22;Chaetogaster;lim-
naei;N22_Spel9z eth_ASV3751
ATTATCAAGGAACCTTGCTCACGCGGGACCTTCCGTAGATATGGCTATTTTCTCTCTACA
CTTAGCCGGTGCTTCATCTATTTTAGGAGCCGTAAATTTCATTACTACAGTAATTAATAT
ACGATGAAATGGAATACGATTAGAACGAGTCCCTCTATTCGTATGAGCAGTTCTATTAAC
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AGTAATTCTTCTATTACTATCTCTTCCAGTACTTGCCGGGGCAATTACTATACTACTAAC
AGATCGAAATCTTAACACTTCTTTCTTCGATCCAGCCGGTGGTGGAGATCCTATTCTATA
CCAACATTTATTC-

>0ligo285_N22_ Spel9z_eth_ ASV3218 Naididae;Naidinae;N22;Chaetogaster;lim-
naei;N22_Spel9z eth_ASV3218
ATTATCAAGGAACCTTGCTCACGCGGGACCTTCCGTAGATATGGCTATTTTCTCTCTACA
CTTAGCCGGTGCTTCATCTATTTTAGGAGCCGTAAATTTCATTACTACAGTAATTAATAT
ACGATGAAATGGAATACGATTAGAACGAGTCCCTCTATTCGTATGAGCAGTCCTATTAAC
AGTAATTCTACTATTACTATCTCTTCCAGTACTTGCCGGGGCAATTACTATACTACTAAC
AGATCGAAATCTTAACACTTCTTTCTTCGATCCAGCCGGTGGTGGAGATCCTATTCTATA
CCAACATTTATTC-

Chaetogaster diastrophus N23 SHD éthanol

>0ligo280_N23_FLE_LAND_eth_ASV759 Naididae;Naidinae;N23;Chaetogaster;di-
astrophus;N23 _FLE_LAND_eth ASV759
TCTATCAAGAAATCTTGCACACGCAGGGCCATCTGTTGACATGGCTATTTTTTCTCTACA
CTTAGCAGGTGCTTCATCTATTTTAGGTGCAGTAAACTTTATTACAACAGTTATTAATAT
ACGATGAAATGGAATACGACTAGAACGACTTCCACTATTTGTATGAGCTGTGCTACTAAC
TGTAATTCTTCTACTTCTATCACTTCCAGTTCTTGCTGGAGCTATTACAATACTATTAAC
AGATCGAAATCTAAATACTTCATTTTTCGATCCAGCTGGTGGTGGTGATCCTATTTTATA
CCAACATCTATTC-

>0ligo283_N23 LAND_eth_ASV1237 Naididae;Naidinae;N23;Chaetogaster;di-
astrophus;N23 LAND_eth ASV1237
TCTATCAAGAAATCTTGCACACGCAGGACCATCTGTTGACATGGCTATTTTTTCTCTACA
CTTAGCAGGTGCTTCATCTATTTTAGGTGCAGTAAACTTTATTACAACAGTTATTAATAT
ACGATGAAATGGAATACGACTAGAACGACTTCCACTATTTGTATGAGCTGTGCTGCTAAC
TGTAATTCTTCTCCTTCTATCACTTCCAGTTCTTGCTGGAGCTATTACAATACTACTAAC
AGATCGAAACTTAAATACTTCATTTTTTGATCCAGCTGGTGGTGGTGATCCTATTTTATA
TCAACATCTATTC-

Naidinae sp. N24 SHD éthanol

>0ligo304_N24 FLE_LAND_eth ASV354 Naididae;Naidinae;N24;Naidi-
nae;sp;N24_FLE_LAND_eth_ASV354
ACTCTCAAGAAATCTTGCTCATGCAGGACCTTCTGTAGATATGGCTATTTTCTCCTTACA
TTTAGCAGGAGCCTCATCTATTCTAGGTGCAGTAAATTTTATTACTACAGTAATTAACAT
ACGATGAAATGGAATACGGCTAGAACGACTCCCTCTATTTATCTGAGCAGTACTTCTAAC
TGTAATTCTACTTCTTCTATCACTACCAGTACTTGCTGGGGCAATTACAATACTATTAAC
TGACCGTAATCTAAACACTTCTTTCTTCGATCCCGCTGGAGGTGGAGACCCTATTTTATA
CCAACACTTATTT-

>0ligo305_N24 LAND_eth_ ASV602 Naididae;Naidinae;N24;Naidi-
nae;sp;N24_LAND_eth_ASV602
ACTCTCAAGAAATCTTGCTCATGCAGGACCTTCTGTAGATATGGCTATTTTCTCCTTACA
TTTAGCAGGAGCCTCATCTATCCTAGGTGCAGTAAATTTTATTACTACAGTAATTAACAT
ACGATGAAATGGAATACGGCTAGAACGACTCCCTCTATTTATCTGAGCAGTACTTCTAAC
TGTAATTCTACTTCTTCTATCACTACCAGTACTTGCTGGGGCAATTACAATACTATTAAC
TGACCGTAATCTAAACACTTCTTTCTTCGATCCCGCTGGAGGTGGAGACCCTATTTTATA
CCAACACTTATTT-

Pristina foreli/aequiseta P2 SHD spécimens marqués

>0ligo256_P2_ Cugy 34 ASV153 Naididae;Pristininae;P2;Pristina;foreli;aequi-
seta;P2_Cugy_34_ASV153
ACTAGCAAGAAACATTGCCCATGCCGGACCATCAGTAGACATGGCTATTTTCTCACTACA
TTTAGCAGGTGCTTCATCCATTTTAGGAGCCGTAAACTTCATTTGTACAGTACTTAACAT
GCGAACAAAAGGTCTACGACTAGAACGAATTCCCCTATTTACATGAGCCGTATTCCTAAC




TGTAATTCTACTCCTTCTATCACTACCAGTTCTTGCCGGAGCAATCACAATACTTCTAAC
AGACCGAAACCTAAATACATCATTCTTCGACCCAGCAGGAGGGGGAGACCCTGTTCTATA
TCAACACCTATTC-

Rhyacodrilus sp. R3 SHD spécimens marqués

>0ligo242_R3_Spe027z_34 ASV140 Naididae;Rhycodrilinae;R3;Rhyacodri-
lus;sp;R3_Spe027z_34_ASV140
ATTAGCTAGAAATATAGCCCATGCCGGCCCATCTGTAGACATAGCAATTTTCTCATTACA
TTTAGCTGGTGCTTCATCAATTTTAGGTGCAGTTAATTTTATTACGACTGTAATAAATAT
ACGATGAAGTGGAATAAAACTAGAACGAATTCCTCTATTTGTATGAGCTGTAACATTAAC
AGTTATTTTACTTTTACTTTCATTACCAGTTCTAGCAGGAGCTATTACAATACTATTAAC
AGATCGTAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCTGCCGGTGGTGGAGACCCTATTTTATA
TCAACATCTATTT-

Rhyacodrilus subterreanus R4 SHD éthanol

>0ligo278_R4 _52SEY_eth_ASV3252 Naididae;Rhycodrilinae;R4;Rhyacodrilus;subter-
reanus;R4 52SEY_eth ASV3252
CTTAGCTAGTAACATAGCCCATGCAGGGCCCTCAGTAGATATAGCAATTTTTTCATTACA
CTTAGCTGGGGCTTCATCTATCCTCGGGGCCGTAAATTTTATTACAACAGTAATAAATAT
ACGATGAAAAGGTATAAAATTAGATCGAATTCCTTTATTTGTATGAGCCGTTACCCTTAC
AGTGATCTTACTTCTACTATCACTACCAGTGTTAGCAGGAGCAATCACAATATTACTAAC
AGACCGCAACTTAAATACATCATTTTTTGACCCAGCAGGAGGGGGAGACCCCATTTTATA
TCAACATCTATTT-

Tubificinae sp.T40 SHD spécimens marqués

>0ligo152_T40_URT38_ASV30 Naididae;Tubificinae;T40;Tubificinae;sp;T40_URT38_ASV30
TCTAGCTAGTAATTTAGCACACTCTGGACCTTCTGTAGACTTAGCTATTTTCTCATTACA
TTTAGCTGGTGTAGCATCAATCTTAGGGGCTATCAATTTTATTACAACAATAATCAACAT
ACGATGAAAAGGTATACGTCTAGAACGAATTCCTTTATTCGTCTGATCAGTAATCATTAC
TGTAGTACTTCTACTACTGACACTCCCAGTACTAGCAGGTGCAATCACTATGCTTCTTAC
AGATCGAAATCTAAATACATCATTCTTCGACCCAGCTGGTGGTGGGGACCCTGTCCTTTA
TCAACATCTATTC-

Potamothrix heuscheri T41 SHD spécimens marqués

>0ligo223 T41 Spel8z_ 35 ASV227 Naididae;Tubificinae;T41;Potamo-
thrix;heuscheri;T41_Spel8z_35_ASV227
ATTAGCAAGAAATCTTGCTCATTCTGGACCTTCAGTAGATCTTGCTATTTTCTCTCTTCA
TTTAGCAGGAATTGCTTCTATTTTAGGGGCAATTAACTTCATTACTACAATAATTAATAT
ACGATGAAAAGGGATGCGTTTAGAGCGAATTCCTTTATTTGTATGAGCTACAATCATTAC
AGTAGTCTTACTCCTTCTCACTCTTCCAGTTCTCGCTGGAGCTATTACTATACTACTAAC
AGATCGAAATCTAAATACCTCATTCTTCGACCCTGCTGGCGGAGGAGATCCTGTTCTATA
TCAACACTTATTC-

Aulodrilus pluriseta T42 SHD spécimens marqués
>0ligo220_T42_Spel8z_19 20 25 26 31_34_36_37_ASV62 Naididae;Tubificinae;T42;Aulo-
drilus;pluriseta;T42_Spel8z_19 20 25 26 31 34 36 37_ASV62
GCTAGCCAGAAATCTAGCCCACTCTGGGCCATCAGTAGATCTAGCAATCTTCTCCCTTCA
TCTTGCCGGGGCTGCCTCAATTCTAGGGGCCATTAACTTTATTACCACAATAATCAATAT
ACGATGAAAAGGAATACGGCTAGAACGCATCCCACTGTTCGTTTGAGCAGTAATCTTAAC
AGTAATCCTACTCCTACTAACTCTTCCAGTACTTGCCGGAGCTATTACTATGCTACTCAC
AGACCGAAATCTAAACACATCATTCTTCGATCCAGCAGGAGGGGGAGACCCAGTTCTATA
TCAACACCTATTC-
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Limnodrilus hoffmeisteri T43 SHD spécimens marqués

>0ligo249 T43 EPFL1 13 ASV158 Naididae;Tubificinae;T43;Limnodrilus;hoffmeis-
teri;TA3 EPFL1 13 ASV158
CTTAGCTAGAAACCTAGCCCATTCCGGACCTTCTGTAGACCTGGCTATTTTTTCACTACA
TTTAGCAGGAGCTGCATCAATTTTAGGGGCAATTAATTTCATTACCACAATAATCAATAT
ACGATGAAAAGGAATACGCCTAGAACGTATTCCCCTGTTCGTGTGATCTGTTATTATTAC
AGTTATTCTCCTACTTCTAACCCTACCGGTGCTAGCAGGAGCAATCACCATACTTTTAAC
AGATCGAAATCTAAATACATCGTTCTTCGATCCGGCAGGTGGTGGTGACCCGGTTCTATA
TCAGCACTTATTT-

Tubificinae sp.T44 SHD spécimens marqués

>0ligo252_T44 Indet DORI_39 ASV211 Naididae;Tubificinae;T44;Tubificinae;sp;T44 _In-
det_DORI_39 _ASV211
ATTAGCAGGTAATCTCGCACACTCTGGCCCATCAGTAGATCTTGCAATTTTCTCACTACA
CCTAGCAGGTATTGCCTCAATTCTAGGGGCCATCAACTTCATCACTACAATAATCAACAT
ACGATGAAAAGGAATACGACTTGAACGAATTCCACTATTTGTATGATCTGTAATTATCAC
AGTTCTCCTACTACTCCTTACGCTACCAGTACTTGCCGGTGCAATTACTATACTACTTAC
AGACCGAAATCTAAATACATCATTCTTTGACCCTGCCGGGGGTGGTGACCCAGTATTATA
CCAACATCTATTC-

Tubificinae sp. T46 SHD spécimens marqués

>0ligo218_T46_SEY_30_31_ASV111 Naididae;Tubificinae;T46;Tubifici-
nae;sp;T46_SEY_30_31 ASV111
TCTCTCTGGAAATCTTGCTCATTCTGGCCCTTCTGTAGATTTAGCAATCTTCTCCCTACA
TTTAGCAGGTGTAGCATCAATCCTAGGAGCTATTAATTTCATTACAACTATAGTAAATAT
ACGATGAAAAGGTATGCGACTTGAACGAATTCCATTATTTGTCTGATCTGTAATTATCAC
CGTGGTACTCCTACTTCTTACTCTTCCTGTTCTAGCAGGTGCTATTACAATACTTCTAAC
AGATCGAAACCTAAACACCTCTTTCTTCGATCCTGCTGGTGGTGGAGATCCTGTACTATA
TCAACATCTATTC-

Limnodrilus sp. T47 SHD éthanol

>0ligo301_T47_SPE27z_eth_ASV165 Naididae;Tubificinae;T47;Limnodri-
lus;sp;T47_SPE27z_eth_ASV165
ACTAGCAAGAAATCTAGCACACTCCGGTCCATCTGTAGATTTAGCTATTTTCTCTCTCCA
TTTAGCTGGGGCAGCCTCCATTCTAGGAGCCATTAACTTTATTACCACAATAATTAATAT
ACGATGAAAAGGAATACGATTAGAGCGAATCCCATTATTCGTTTGATCTGTAACTATTAC
CGTAATTCTTCTTCTTCTAACCTTACCAGTATTAGCAGGAGCTATTACCATACTACTGAC
AGATCGAAATCTGAACACATCATTCTTCGATCCTGCAGGAGGCGGTGATCCAGTACTATA
TCAACACCTATTT-

Tubificinae sp. T48 SHD éthanol

>0ligo287_T48 MOH_eth_ASV1908 Naididae;Tubificinae;T48;Tubifici-

nae;sp;T48 MOH_eth_ASV1908
ATTAGCTGGCAACTTAGCTCACTCAGGGCCGTCCGTAGACTTAGCTATTTTCTCTCTGCA
TTTAGCCGGAGCTGCCTCAATTTTAGGCGCAATTAACTTTATTACAACTATAATTAACAT
ACGATGAAAAGGGATACGCCTAGAACGAATTCCCTTATTTGTATGATCAGTTATTATTAC
TGTAATCCTTCTACTACTCACGCTCCCAGTACTAGCCGGTGCTATTACTATACTTCTCAC
AGATCGAAACCTAAATACCTCATTCTTCGACCCGGCCGGTGGTGGGGACCCTGTCCTTTA
CCAACACCTATTC-

Tubificinae sp. T49 SHD éthanol

>0ligo289 _T49 eth_GenBank HQ961546 Naididae;Tubificinae;T49;Tubifici-
nae;sp;T49_eth _GenBank HQ961546




CTTAGCTGGAAATCTAGCTCACTCAGGCCCTTCAGTAGATTTAGCTATTTTCTCTCTTCA
TTTAGCAGGGGTCGCCTCAATTTTAGGGGCTATTAACTTTATTACTACAATAATCAATAT
GCGATGAAAAGGAATACGCCTAGAACGAATTCCTTTATTTGTATGAGCTGTTATTTTAAC
AGTAATCCTCCTTCTTCTAACACTACCTGTTCTAGCTGGTGCTATTACTATGTTACTGAC
TGATCGAAATTTAAATACATCATTCTTTGATCCTGCTGGTGGAGGGGACCCTGTTCTTTA
TCAACACTTATTC-

Tubificinae sp.T50 SHD mélange spécimens

>0ligo313_T50_Spel7z1_Bulk_ASV121 Naididae;Tubificinae;T50;Tubifici-
nae;sp;T50_Spel7z1_Bulk_ASV121
TCTTTCAGGTAATCTTGCCCATTCTGGCCCATCAGTAGACCTAGCAATTTTCTCTCTACA
CCTAGCTGGTGCCTCATCCATTCTAGGTGCAATCAATTTTATTACCACAGTCATTAATAT
ACGATGAAAGGGAATACGTCTAGAACGCATTCCATTATTTGTATGAGCTGTAATTATTAC
GGTAATCCTTCTATTATTAACCCTACCAGTACTGGCGGGAGCCATCACTATATTACTCAC
AGACCGAAATCTAAATACCTCCTTCTTCGACCCGGCGGGAGGGGGCGATCCTGTTCTATA
TCAACACCTATTC-

Tubificinae sp.T51 SHD mélange spécimens

>0ligo314_T51_UNIL2_Bulk_ASV181 Naididae;Tubificinae; T51;Tubifici-
nae;sp;T51_UNIL2_Bulk_ASV181
CCTAGCCGGGAACCTAGCTCATTCAGGGCCATCAGTTGACCTGGCCATTTTCTCACTACA
CCTGGCCGGTGCGTCATCTATTCTAGGCGCAATCAACTTCATTACCACAATAATTAATAT
ACGATGAAAAGGTATACGCCTAGAACGAATTCCTTTATTCGTCTGATCAGTGATTATTAC
AGTTGTACTATTACTGCTAACACTTCCAGTACTAGCCGGGGCTATTACTATGCTTCTTAC
AGATCGAAACCTAAATACCTCATTCTTTGACCCTGCCGGGGGCGGAGACCCAGTCCTATA
TCAACACTTATTC-

Haplotaxis gordioides H2 Barcoding (Sanger)

>0ligo155_H2_BD_13 Haplotaxidae;Haplotaxinae;H2;Haplotaxis;gordioides;H2_BD_13
ATTAGCAAGTAATCTAGCCCATGCCGGCCCATCCGTAGATCTAGCTATTTTCTCTCTACA
TCTCGCAGGGGTCTCTTCTATCTTAGGAGCAGTAAACTTCATTACAACAGTCGTCAACAT
ACGATGAAACGGACTACGCCTTGAACGAATTCCTTTATTCGTGTGATCCGTAACCATTAC
TGTAATTCTTCTTCTCCTATCTCTACCAGTATTAGCGGGCGCCATTACTATACTATTAAC
AGACCGTAACCTAAATACATCATTCTTCGATCCTGCGGGAGGTGGAGATCCAGTTCTATA
CCAACACCTATTC-

>Sanger_Haplotaxis_13_H2
CACACTATATTTCATTCTGGGAATCTGAGGGGGACTCCTAGGTACAAGAATAAGAATAGT
TATCCGAATTGAACTAAGACAGCCCGGTTCATTCCTTGGGAGAGACCAGCTATACAACAC
TATTGTTACTGCCCACGCTTTCCTGATAATTTTCTTCCTAGTCATGCCAGTATTTATTGG
CGGATTTGGGAATTGACTCCTTCCGCTAATATTAGGTGCCCCAGATATGGCCTTTCCCCG
CCTAAATAATATAAGATTCTGACTTCTGCCTCCAGCAACAATCCTACTAGTGTCCTCCGC
AGCTGTAGAAAAAGGAGCAGGAACAGGTTGAACAGTATACCCACCATTAGCAAGTAATCT
AGCCCATGCCGGCCCATCCGTAGATCTAGCTATTTTCTCTCTACATCTCGCAGGGGTCTC
TTCTATCTTAGGAGCAGTAAACTTCATTACAACAGTCGTCAACATACGATGAAACGGACT
ACGCCTTGAACGAATTCCTTTATTCGTGTGATCCGTAACCATTACTGTAATTCTTCTTCT
CCTATCTCTACCAGTATTAGCGGGCGCCATTACTATACTATTAACAGACCGTAACCTAAA
TACATCATTCTTCGATCCTGCGGGAGGTGGAGATCCAGTTCTATACCAACACCTATTC

Haplotaxis gordioides H3 Barcoding (Sanger)

>0Oligo161_H3_BD_1 Haplotaxidae;Haplotaxinae;H3;Haplotaxis;gordioides;H3_BD_1
CTTAGCAAGAAATCTTGCTCATGCGGGACCTTCCGTAGATCTAGCCATTTTCTCTCTTCA
CTTAGCAGGAGTATCCTCTATCCTGGGAGCAGTAAACTTCATCACTACAGTTATTAATAT
ACGATGAAACGGCCTACGCCTAGAACGAATTCCACTATTCGTATGATCTGTAACCATTAC
AGTAGTTCTTCTCCTATTATCCCTTCCTGTACTAGCGGGCGCTATCACTATATTACTAAC
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AGATCGAAACCTTAACACATCATTTTTCGACCCGGCTGGAGGGGGAGATCCCGTCCTATA
TCAGCACTTATTC-

>Sanger_Haplotaxis_1_H3
AACACTTTACTTCATCCTTGGGATTTGGGGGGGACTACTGGGAACAAGAATAAGTATAGT
TATTCGAATTGAACTAAGACAACCAGGATCATTCCTTGGAAGAGATCAACTATATAATAC
CATTGTTACTGCCCATGCCTTCCTTATAATTTTCTTCCTAGTTATACCAGTATTCATTGG
TGGGTTCGGTAATTGACTCTTACCTTTAATACTAGGGGCACCTGATATGGCATTCCCTCG
TCTTAACAATATAAGATTCTGACTTCTCCCTCCAGCAACAATCCTTCTCGTATCCTCGGC
AGCCGTAGAAAAGGGTGCAGGAACAGGTTGAACCGTTTATCCGCCCTTAGCAAGAAATCT
TGCTCATGCGGGACCTTCCGTAGATCTAGCCATTTTCTCTCTTCACTTAGCAGGAGTATC
CTCTATCCTGGGAGCAGTAAACTTCATCACTACAGTTATTAATATACGATGAAACGGCCT
ACGCCTAGAACGAATTCCACTATTCGTATGATCTGTAACCATTACAGTAGTTCTTCTCCT
ATTATCCCTTCCTGTACTAGCGGGCGCTATCACTATATTACTAACAGATCGAAACCTTAA
CACATCATTTTTCGACCCGGCTGGAGGGGGAGATCCCGTCCTATATCAGCACTTATTC

Haplotaxis gordioides H4 Barcoding (Sanger)

>0ligo156_H4 BD_15a Haplotaxidae;Haplotaxinae;H4;Haplotaxis;gordioides;H4_BD_15a
CTTAGCCAGTAACCTTGCCCACGCTGGGCCATCAGTTGATCTAGCCATTTTTTCCCTTCA
CTTAGCAGGAGTTTCCTCCATCCTAGGAGCAGTAAACTTCATCACCACCGTTATCAACAT
ACGATGAAATGGGCTCCGCTTAGAGCGAATCCCTTTATTCGTATGATCCGTAACTATCAC
AGTAGTTCTACTTCTTCTTTCTCTTCCAGTCCTAGCCGGTGCCATTACTATACTTCTAAC
AGATCGAAACCTAAATACATCCTTCTTTGACCCAGCTGGTGGGGGCGATCCCGTCTTATA
TCAACATCTATTT-

>Sanger_Haplotaxis_15a H4
AACACTTTACTTCATTCTAGGCGTGTGAGGGGGCCTCTTAGGAACAAGAATAAGAATAAT
TATTCGAGTCGAACTAAGTCAACCCGGGTCATTCCTAGGAAGAGACCAACTCTATAACAC
TATTGTTACCGCTCACGCTTTCCTAATAATCTTCTTCCTAGTAATACCTGTATTTATTGG
TGGTTTCGGGAATTGACTCCTACCACTAATATTAGGAGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCG
ACTAAACAATATAAGATTCTGACTACTTCCTCCCGCAACAATCCTGCTTGTATCTTCAGC
AGCAGTAGAAAAGGGAGCAGGAACTGGTTGAACCGTTTACCCTCCCTTAGCCAGTAACCT
TGCCCACGCTGGGCCATCAGTTGATCTAGCCATTTTTTCCCTTCACTTAGCAGGAGTTTC
CTCCATCCTAGGAGCAGTAAACTTCATCACCACCGTTATCAACATACGATGAAATGGGCT
CCGCTTAGAGCGAATCCCTTTATTCGTATGATCCGTAACTATCACAGTAGTTCTACTTCT
TCTTTCTCTTCCAGTCCTAGCCGGTGCCATTACTATACTTCTAACAGATCGAAACCTAAA
TACATCCTTCTTTGACCCAGCTGGTGGGGGCGATCCCGTCTTATATCAACATCTATTT

Haplotaxis gordioides H5 Barcoding (Sanger)

>0ligo157_H5 BD_31 Haplotaxidae;Haplotaxinae;H5;Haplotaxis;gordioides;H5 BD 31
CTTAGCCAGTAATCTCGCTCACGCGGGGCCCTCAGTAGATCTAGCTATTTTTTCCCTTCA
TCTAGCTGGAGTTTCCTCTATCCTGGGAGCAGTAAACTTTATTACCACAGTTATTAATAT
ACGCTGAAATGGGCTCCGTTTAGAGCGAATTCCTTTATTTGTGTGGTCAGTAACTATTAC
AGTAGTTCTACTTCTACTTTCTCTTCCAGTTCTAGCTGGCGCCATTACTATACTCCTAAC
AGACCGGAACCTAAATACATCCTTTTTTGACCCTGCTGGTGGTGGAGATCCTGTCCTATA
TCAACATCTATTT-

>Sanger_Haplotaxis_31_H5
AACACTTTACTTTATCTTGGGCGTGTGAGGGGGGCTTTTAGGGACAAGAATAAGAATAAT
TATTCGAGTAGAACTAAGACAACCTGGATCATTCCTAGGTAGAGACCAACTCTATAACAC
TATTGTTACCGCTCACGCTTTCCTAATAATCTTCTTTCTAGTAATACCTGTATTTATTGG
GGGTTTCGGAAATTGACTCCTCCCACTAATACTAGGAGCTCCAGATATAGCCTTCCCACG
ATTAAATAATATAAGATTCTGACTACTACCTCCAGCAATTATTCTACTTGTATCTTCGGC
AGCAGTAGAAAAAGGAGCAGGGACCGGGTGAACCGTTTACCCGCCCTTAGCCAGTAATCT
CGCTCACGCGGGGCCCTCAGTAGATCTAGCTATTTTTTCCCTTCATCTAGCTGGAGTTTC
CTCTATCCTGGGAGCAGTAAACTTTATTACCACAGTTATTAATATACGCTGAAATGGGCT
CCGTTTAGAGCGAATTCCTTTATTTGTGTGGTCAGTAACTATTACAGTAGTTCTACTTCT




ACTTTCTCTTCCAGTTCTAGCTGGCGCCATTACTATACTCCTAACAGACCGGAACCTAAA
TACATCCTTTTTTGACCCTGCTGGTGGTGGAGATCCTGTCCTATATCAACATCTATTT

Haplotaxis gordioides H6 Barcoding (Sanger)

>Sanger_Haplotaxis_45_ 35F19b_H6
AACACTTTACTTCATTCTAGGAGTATGAGGCGGCCTTCTAGGGACAAGAATAAGAATAAT
TATTCGTATTGAACTAAGACAACCCGGATCATTCCTCGGAAGAGACCAGCTTTATAACAC
TATTGTTACCGCTCATGCCTTCTTAATAATCTTCTTTCTAGTGATACCAGTATTTATTGG
GGGTTTTGGGAATTGACTTCTACCGTTAATACTAGGAGCTCCTGATATAGCTTTCCCACG
ATTAAATAATATAAGATTCTGACTCCTTCCTCCTGCAACAATTCTACTTGTATCCTCAGC
AGCAGTAGAAAAAGGAGCAGGAACTGGTTGAACCGTTTACCCCCCTCTAGCCAGTAACCT
TGCCCATGCTGGTCCCTCAGTAGATCTAGCTATTTTTTCCCTTCATTTAGCGGGAGTTTC
ATCCATCCTAGGAGCAGTAAACTTTATTACCACTGTTATCAATATACGATGAAACGGGCT
TCGCATAGAACGAATCCCTTTATTTGTATGATCTGTAACTATTACAGTAGTACTTCTTCT
ACTTTCTCTTCCAGTTCTAGCTGGAGCCATCACTATACTCCTAACAGATCGGAACCTAAA
CACGTCCTTTTTTGATCCGGCTGGGGGTGGAGATCCAATCCTATATCAACATCTATTT

Lumbriculidae sp. LL7 SHD spécimens marqués

>0ligo153 _LL7_ECH43_ASV50 Lumbriculidae;Lumbriculinae;LL7;Lumbriculi-
dae;sp;LL7_ECH43_ASV50
ATTAGCAAGAAACATTGCACACTCTGGACCCTCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCCCTTCA
CTTAGCTGGAGCTTCCTCAATCTTAGGCGCTGTAAACTTTATTACCACAGTAATCAATAT
ACGATGACAGGGTATACGTTTAGAACGAATTCCCCTATTTGTATGAGCCGTAATTATTAC
AGTAATCCTTCTACTACTATCACTACCTGTATTAGCAGGAGCCATTACTATACTCTTAAC
AGATCGAAACCTAAATACTTCCTTCTTCGATCCAGCCGGAGGAGGTGATCCGATTCTATA
CCAACATCTTTTT-

Stylodrilus sanguineus LL8 SHD spécimens marqués

>0ligo182_LL8 DOU8_12_ 44 47 ASV66 Lumbriculidae;Lumbriculinae;LL8;Stylodrilus;sangui-
neus;LL8_DOU8_12_44 47_ASV66
TCTCTCTTCAAATCTAGCCCATTCAGGTCCTTCAGTAGATCTAGCTATTTTTTCACTTCA
TCTTGCTGGTGCATCCTCTATTTTAGGAGCCATTAATTTTATTTCAACAGTAGCTAACAT
ACGATGAACTGGACTCCGAATAGAACGAGTACCCTTATTTGTTTGAGCTGTGACTATTAC
AGTAGTATTACTTCTTCTTTCCTTACCTGTTCTTGCAGGAGCTATTACTATATTACTAAC
AGATCGAAATCTAAATACATCTTTTTTTGATCCAGCTGGTGGCGGTGACCCTATTTTATA
TCAACATCTTTTT-

Guestphalinus sp. LL9 Barcoding (Sanger)

>0ligo158_LL9 BD_32 Lumbriculidae;Lumbriculinae;LL9;Guestphalinus;sp;LL9_BD_32
CTTGTCCAGCAACATTGCCCATGCAGGGCCATCTGTAGACCTAGCAATTTTTTCACTACA
TTTAGCCGGTGCCTCGTCAATTTTAGGTGCCGTAAATTTTATCTCTACAGTAATTAATAT
ACGATGAAATGGTCTTCGATTAGAGCGAATTCCTTTATTTGTATGGGCTGTAACAATTAC
AGTAGTTCTTCTTCTTTTATCTCTTCCAGTATTGGCTGGGGCTATTACCATATTACTAAC
AGACCGAAATCTAAATACTTCATTCTTCGACCCAGCTGGTGGGGGCGATCCGGTATTATA
TCAACACTTATTT-

>Sanger_Guestphalinus_sp_32 LL9
--AACACTATACTTCATTTTAGGTGTCTGAGCTGGGATAATCGGAGCTGGTATAAGATTA
TTAATTCGAATTGAACTAACACAGCCAGGAGCATTCCTTGGAAGGGATCAACTATATAAT
ACTATAGTAACAGCCCATGCCTTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCTATATTTATT
GGGGGATTTGGAAATTGAATACTTCCACTTATATTAGGCGCGCCAGATATAGCTTTCCCA
CGTCTAAACAACCTTAGATTTTGATTACTACCACCATCATTAATTCTTCTAGTTTCATCT
GCGGCTGTGGAAAAGGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTCTATCCACCCTTGTCCAGCAAC
ATTGCCCATGCAGGGCCATCTGTAGACCTAGCAATTTTTTCACTACATTTAGCCGGTGCC
TCGTCAATTTTAGGTGCCGTAAATTTTATCTCTACAGTAATTAATATACGATGAAATGGT
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CTTCGATTAGAGCGAATTCCTTTATTTGTATGGGCTGTAACAATTACAGTAGTTCTTCTT
CTTTTATCTCTTCCAGTATTGGCTGGGGCTATTACCATATTACTAACAGACCGAAATCTA
AATACTTCATTCTTCGACCCAGCTGGTGGGGGCGATCCGGT-ATTATATCAACACTTATT
T-

Lumbriculus variegatus LL10 SHD éthanol

>0ligo281_LL10_LAND_eth_ASV705 Lumbriculidae;Lumbriculinae;LL10;Lumbriculus;varie-
gatus;LL10_LAND_eth_ASV705
ATTAGCAAGAAACTTAGCACATGCAGGCCCATCAGTAGACTTAGCCATTTTCTCCCTTCA
TCTCGCTGGTGCATCCTCAATTCTAGGTGCCCTGAATTTCATTACAACAGTAATTAATAT
ACGATGAAATGGAATACGCCTTGAACGAATTCCTTTATTTGTATGAGCCGTAATAATCAC
CGTAATCTTGCTACTTTTATCCTTACCTGTTCTAGCAGGAGCTATTACTATATTACTTAC
GGACCGAAATCTAAATACATCCTTCTTTGATCCAGCAGGAGGCGGAGATCCAGTTCTATA
TCAACACTTATTT-

Lumbriculidae sp. LL11 SHD éthanol

>0ligo306_LL11 Spel8z_ MOH_eth_ASV1692 Lumbriculidae;Lumbriculinae;LL11;Lumbriculi-
dae;sp;LL11 Spel8z MOH_eth ASV1692
TCTAGCTAGAAACATTGCACACGCTGGCCCATCAGTTGATATAGCAATTTTTTCACTTCA
TCTAGCAGGAGCATCATCAATTCTAGGTGCTGTAAATTTTATTACCACAGTAATTAACAT
ACGATGAAATGGGATACGATTAGAACGTATTCCACTATTTGTATGAGCAGCACTTCTTAC
AACAATTCTTCTACTTCTATCACTACCTGTTTTTGCTGGAGCTATTACTATACTACTAAC
AGATCGAAACCTTAATACATCATTTTTCGATCCTGCTGGTGGTGGAGACCCTATTCTCTA
TCAACACTTATTC-

Lumbriculidae sp. ? LL12 SHD éthanol

>0ligo311_LL12 TIN_Spel7z_eth_ASV3237 Lumbriculidae;Lumbriculinae;LL12;Lumbriculi-
dae;sp;LL12_TIN_Spel7z_eth_ASV3237
ATTGTCAAGCGTAGAAGCTCACTCAGGGCCATCAGTAGATTTAGCGATTTTTTCACTACA
TCTAGCGGGTGCTTCGTCAATTCTAGGAGCTATTAATTTTATTACAACCATTGTAAACAT
ACGTGCACCAGGTATAACAATACACCGATTGCCGCTATTTTGTTGGTCAGTGCTAATTAC
AGCAGTACTACTATTGTTGTCACTACCAGTACTAGCAGGTGCTATTACAATGCTACTAAC
AGACCGTAATTTCAATACGTCATTCTTCGATCCAGCTGGAGGTGGAGATCCTATTCTATA
CCAGCATAGGTTC-

Oligochaeta sp. ? O1 SHD ethanol

>0ligo310_01_TIN_eth ASV178 Oligochaeta;Oligochaeta;01;0ligo-
chaeta;sp;O1_TIN_eth_ASV178
ATTAGCTAGTAATATAGCTCACGCCGGCCCATCAGTTGACCTAGCAATTTTCTCCCTTCA
CTTAGCCGGAGCCTCATCTATTTTAGGTGCAGTCAATTTCATTTCAACAGTTATTAATAT
ACGTTGACAGGGCCTCCAACTTGAACGAATCCCACTATTCGTCTGAGCAGTCACAATTAC
AGTAGTTCTACTCCTTCTATCACTTCCAGTACTAGCTGGAGCCATTACTATACTCCTAAC
TGATCGTAATCTTAACACATCATTCTTTGACCCAGCTGGCGGAGGAGATCCAATTCTATA
TCAACATTTATTT-




