Utilisation de I'ADN ancien pour la rétro-observation des espéces et la
compréhension des processus évolutifs et écologiques dans les lacs
d'altitude
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Contexte 2018

FISH-2 (D. Galop)

Reconstituer par une approche en écologie globale I'histoire et I'impact de l'introduction de salmonidés dans les lacs d'altitude.
Ce processus d'anthropisation et d'artificialisation des écosystémes aquatiques, dont les premiéres manifestations attestées
remontent a la fin du Moyen-Age, s'est accéléré durant le XX° siécle entrainant un impact important sur la biodiversité et le

fonctionnement des lacs.
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Objectifs: Proxy ADN ancien sédimentaire

Développer une méthodologie originale reposant sur |'analyse d'ADN ancien au sein des
archives sédimentaires afin de contribuer a la caractérisation de I‘empreinte écologique
de I’'Homme dans le passé

Focus :
- 2018: Introduction des salmonidés et cyprinidés dans les lacs d'altitude pyrénéens

- 2019: Impact sur la Faune (flore), possibilité d’élargir a d’autres espéces
- 2019 : Temps plus anciens et autres transitions
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Procédure

Carottage en lac avec
contamination par plasmide

Protection et conditions d’extraction de ’ADN
Controlées : salles blanches
séguencage

Prélevement sur % carotte l s

plusieurs réplicas/tranche,
suppression du sédiment de surface
Outils de prélévements et tubes stériles metabarcoding Capture par hybridation



Approche de la biodiversité aquatique (lacs)

Projet focus :

- Introduction des salmonidés et cyprinidés dans les lacs d'altitude pyrénéens
- Impact sur la Faune (flore), en particulier endogéne

- Possibilité d’élargir a d’autres espeéces

Techniques :
- Espeéces cibles (référencées et/ou tissus frais) : Vairon et euprocte = « Capture »
- Approche globale (especes genotypées, barcodes) : végétaux, vertébrés, teleostomiens, batraciens > metabarcoding

Geo—Fl ACACCGCCCGTCACTCT (Forward)
teleo-R1 CTTCCGGTACACTTACCATG (Reverse)
batra-F1 ACACCGCCCGTCACCCT
batra-R1 GTAYACTTACCATGTTACGACTT
(12s rDNA)

%Ientini et al, 2015. Mol Ecol




Teleostomiens et Batraciens

Base de données Valentini et al. 2016

53 amphibiens

Table S1 Amphibian tissue samples used for the reference database
construction. Samples with code BEV are from the collection hosted
at CEFE UMR 5175, Biogeography and Vertebrate Ecology team, in

Montpellier (France). Samples with code SPY are from the collection
hosted at SPYGEN, Le Bourget du Lac (France).

—>  Calotriton asper

86 especes poissons d’eau douce

Table S2 Fish tissue samples used for the reference database construction.
Samples with code MNHN are from the collection hosted at the National
Museum of Natural History in Paris (France), samples from Denmark are
part of the fish collections at the Natural History Museum in Copenhagen
(Denmark) and samples with code SPY are from the collection hosted at
SPYGEN, Le Bourget du Lac (France).

— 5 Cyprinidés : vairon...
Salmonidés : truite fario
saumon de fontaine

Genbank Oncorhynchus mykiss

Species Code Sampling date (year) | Origin (country) Sequence
BEV.10931 2010 France CTTCAAAGCATAAACAAAGTTTCTAACAAGTTTGAGCATTACAGAAGAGGC
o BEV.8749 2001 Cyprus CTTCAAAGCATAAACAAAGTTTTTAACAAGTTTGAGCATAACAGAAGAGGC
6 ||t BEV.688 1996 Hungary | CTTCAAAGCATAGACAAAGTCTTTAACAAGCTTGAGCATAACAGAAGAGGC
SPY_AM30338_G 2011 France o n S IGACAAAGTCTTTAACAAGCTTGAGCATAACAGAAGAGGC
SPY_AM30374_C 2011 France CTTCAAGTACTATTTAACAATAAATAAAAAAAGACAAAAAGAAGAAGAGGC
BEV.T6611 2011 France CTTCAAGTACTATTTAACAATAAATAAAAAAAGACAAAAAGAAGAAGAGGC
7 | calotriton asper
BEV.T6612 2011 France CTTCAAGTACTATTTAACAATAAATAAAAAAAGACAAAAAGAAGAAGAGGC
BEV.T6613 2011 France CTTCAAGTACTATTTAACAATAAATAAAAAAAGACAAAAAGAAGAAGAGGC
BEVT77 700T SpaTT T TR T AR TCC TACA T A AR T FURACAC TPV T RAC RAGACCT
8 | chioglossa lusitanica
BEV.1778 2001 Spain CTTCGAATAAATCCTACATTAAATAAATAAACACTAAAAATAAGAAGAGGT
Species Code Sampling date (yesr) t:rn:vl Sequence
SPY_Pssaz4_8 2011 France | CTCCTGTCGAATGCAATGAAAATACCTAATACTAAAGCGCTGACAAGGGGAGGCAAGTCGTAA
MNHN (4401) 2011 France CTCCTGTCGAATGCAAT GAAAATACCTAATGCTAAAGC GCTGACAAGGGGAGGCAAGTCGTAA
61 | Phoxinus phoxinus | SPY_Pse324_n 2014 France | CTCCTGTCARATGCA CTAATATTAAAGCGCTGAC CAAGTCGTAA
SPY_P58324 E 2014 France CTCCTGTCAAATGCAATGAAAATACCTAATATTAAAGC GCTGACGAGGGGAGGCAAGTCGTAA
sPY_pss3z7_p 2011 Netherlands | CCCCTGTCAMATGCAATCAATATACGTAATTCCACAGCACTGACAAGGGGAGGCAAGTCGTAA
SPY_P8032_A 2011 France | CCCCGAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAGCCGAACAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA
SPY_P8032 B 2011 France | CCCCOAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAACCGANCAMGGGGAGGAAGTCGTAR
SPY_P8032_C 2012 France | CCCCGAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAACCGAACAAAGGGGAGGCAAGTEGTAA
SPY_PB032_D 2012 France | CCCCGAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAACCGAACAANGGGGAGGCAAGTCGTAR
SPY_P8032_E 2010 France | CCCCEAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAGCCGAACAAAGEGGAGGCAAGTCGTAA
SPY_PB032_F 2010 France | CCCCGAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAGCCGAACAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA
71 | saimo trutta SPY_PB032_6 2008 France | CCCCGAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAACCGAACAAMGGGGAGGCAAGTCGTAR
SPY_PB032 H 2008 France | CCCCGAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAACCGAACAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA
SPY_PB032_l 2008 France | CCCCGAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAACCGAACAMGGGGAGGCAAGTCGTAR
SPY_PB032_) 2008 France | CCCCGAGTTCAATTARTCCTTCTAACTAAGAAGTTAACCGAACARAGGGGAGGCAAGTCGTAR
SPY_PB032 K 2005 France | CCCCGAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAGCCGAACAMAGGGGAGGCAAGTCGTAN
SPY_PaD32_L 2005 France | CCCCGAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAGCCGAACAAAGGGGAGGCAAGTCGTA
SPY_PB032_M 2014 France | CCCCGAGTTCAATTAATCCTTCTAACTAAGAAGTTAGCCGAACAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA
SPY_P8036_A 2011 France TTAATTTATCCT
72| salveling SPY_PE036_B 2014 France TTAATTTATCCT
SPY_P8036_C 2014 France TTAATTTATCCT
= =
SPY_PB038_C 2012 Netherlands | CCCCAAGTTTAATTTATCCTTCTAACTAAGAAGTTAACCAMCAMGGGGAGGLAAGTCGTA

CCCCAAGTTCAACCTGTCCTTCTAACTAAGAAGTTAACCGAACAAAGGGGAGGCAAGTCGTAACATGGTAAGTGTACCGGAAGGTGCGCTTGGAATAACCAGAGTGTAGCTAAA




Desigh des metabarcodes: proxy sedaDNA

@Ieo-Fl ACACCGCCCGTCACTCT (Forward) \
teleo-R1 CTTCCGGTACACTTACCATG (Reverse)

batra-F1 ACACCGCCCGTCACCCT
Batra-R1 GTAYACTTACCATGTTACGACTT
(12s rDNA)

Valentini et al, 2015. Mol Ecol

-

12SV5-F1 AGGGATAACAGCGCAATC
12SV5-R1 TCGTTGAACAAACGAACC
Riaz et al., 2011. NAR

o

trnL-F1 GGCAATCCTGAGCCAAAT riaz
trnL-R1 TGAGTCTCTGCACCTATC
Riaz et al., 2011. NAR
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Echantillon 1

Echantillon 2

Réduction du colt de séquencage (metabarcoding)
par multiplexage

Primer PCR marqués
(tailed PCr-primers)

trnL-F1
trnL-R1

12SV5-F1
12SV5-R1

teleo-F1
teleo-R1

batra-F1
batra-R1

tRNL-F2
tRNL-R2

12SV5-F2
12SV5-R2

teleo-F2
teleo-R2

batra-F2
batra-R2

GCAATCCTGAGCCAAAT
TCCGGTACACTTACCATG

TCGATTAGGGATAACAGCGCAATC
TCGATTHECGTTGAACAAACGAACC #
TCGATTACACCGCCCGTCACTCT
TCGATTATTCCGGTACACTTACCATG

CACCGCCCGTCACCCT
TAYACTTACCATGTTACGACTT

GCAATCCTGAGCCAAAT
GAGTCTCTGCACCTATC

GGGATAACAGCGCAATC
CGTTGAACAAACGAACC
CACCGCCCGTCACTCT
TTCCGGTACACTTACCATG

CACCGCCCGTCACCCT
TAYACTTACCATGTTACGACTT

Amplicons PCR

Ligation avec
adapteurs indexés

True seq adapt. Al

_a

A

Amplicons poolés
Pour séquencage

Y ¢

True seq adapt. A2

= - -

/N
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Préparation de librairies d’amplicons pour metabarcoding, adaptée de Leray et al. 2016,



Analyse spécifique (especes) par capture hybridation

Choix d’especes
d’intérét
(~30 especes)
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Séquences disponibles
(bases de donnéescomplete mitochondrial
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Séquencage : Protocole adapté
de Maricic et al, 2010
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