BOLDSYSTEMS

Taxonomie moléculaire :
Le BARCODING

Stage biospéléo 16-17 octobre 2021
Marina FERRAND —

d Spéléolo g

m BIQfCAF STAGE(s) DECOUVERTE

de la faune cavernicole d'lle-de-France
INVENTAIRE BIOSPELEOLOGIQUE DES

CARRIERES SOUTERRAINES FRANCILIENNES NV




Principe de Barcoding
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Analyser le code d’un specimen Comparer avec une base de données de noms/code



Regnes du monde vivant
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Bacteries Archées Protistes Plantes Champignons Animaux
(ex : amibe, paramécie...)

Et les virus



En pratique...
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Identification

Amplification / Séquencage

Code barre = séquence ADN

7
Geno‘écreen | Services

Innovative Genomics

Gel Electrophoresis Unit

Transilluminator

Cenhlfl_u_l_e

PCR Thermocycler



Quelques notions théorique
de biologie moleculaire



Qu’est ce que I’ADN ?

* Une molécule appelée :

ETRES VIVANTS |

Acide désoxyribonucléoigue

 |[dentique dans chaque cellule

* Contient I'information génétique

(génome) :
, . : Plantes Bactéries Animaux
* Comment l'espece se construit -
* Comment 'espece fonctionne A4 ADN

. . Notice
« Comment |I'espece se reproduit




Biologie moléculaire : étudier I’ADN

1869 : Friedrich Miescher
Isolation molécule
1944 : Avery, MaclLeod et McCarty
Vecteur de I'info génétique
1953 : Watson and Crick

Structure double hélice

Structure : double hélice enroulé +—“"-*-

ligisons entre
deux bases

constitué de 2 brins antiparalleles

Structure Externe :

&

/_

phosphate et de sucres

Unité interne :

4

nucléotides (base azotée),
Assure la complémentarité des brins

A 4@ adénine (A)
X C G} cytosine (C)
{G 1 X8} guanine (G)
i >Al thymine (T)




Chromosomes

e Etat condensé de I’ADN lors des divisions cellulaires
'autre état décondenseé s’appelle la chromatine

* Chaque espece : Un nombre défini de chromosome

Chaque chromosome a un numeéro
e Utilisé aussi lors de lecture des séquences

* La position physique :
* Localisation sur un chromosome.
* unité ‘base pair’ (bp)
* Nombres de base depuis le début du chromosome
 BASE = NUCLEOTIDE




Récapitulatif

cellule

Enroulement
de TADN en

une chromatide

ADN et chromosomes

Enroulement

des brins en une

double hélice

une paire
de bases

bases
azotees

ADN
double brin par
complémentarité

., des bases




Lire la séquence I’ADN

LT AGOGATTCTGRAOGT GCAARAT CGATCGTLGGA
_ = E = = ITCCGCAGCGATTCTGACGTGCARAT CGATCGCATGE
= = E = = ITCOGETAGCGAT TCTGACGTGIRAAAT CSATCGTOGGA
= | = —— | = TOCETAGOGA T TCTGACGTGCAARATCGATCGTE
—— _— —_— = = TCCGETAGCGAT TCTGACGT CCRART CGATCETCGGA
= B = B = ITCCGTAGCAATTCTGACGTGCAART CGAT TGTCGGA
B _— — | — - MTLCETAGCGATTCTGROGTGERAAMT COAT CGTCGGA
= = — B | ITCOGTAGCGAT TCTGACGTGORAAT CEATOGTCGEA
= _ = = == ITCOGTASCGATTCTGACGTECRAAATCGATOGTCEEA
— = =_— = = TTCCSTAGCGAT TCTGACGTGCRAAT CGATCGTCGGA ’ .
B = = = e ITCCGTAGCEATTETGACGTGCAAAT CEATCETOGEA U c e 0 'I'I e S
— — —_— ——] ]
= = = E | FTTCGTAGCGAT T TGROGTGORAARTCGATCGTOGEGR
& Em = a B TOCETAGCGATTCTGACGT GCAART CEATCGTCGGA
_— = — ITCOGTASCGATT CTGACGTGCAAATCGATOETCEGA
BB = = = TCCGTAGCGA T TCTGACGTGCARAT CGATCGTOGGEA
= = = = ITCCGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCEGATCETOGGER
= = = ITCCGTAGCGAT TCTGRACGTGCAART CGATCGTCGGA
- = e IToCOTAGCGAT TCTGACGTGCAMATCGATCETCGER
— —-_ TTOCETAGOGRT TCTGACGTGCAAAT COATCGTOGGR
—— — FE AT R I A T T RS TR R B DT S AT IR TOrIr T A
— [
I | |
|
|

Position physique
Chromosomes Chr5:1-1525
numeérotés




Annotation de la séquence : LES GENES

* Partie localisée sur une position physique sur ’ADN,
Correspond a une unité fonctionnelle

CCGTAGCGAT TCTGACGTGCARAATCEATCETCAGRGL TG EETATAGGEGCGAM GACT AATCCACCAAGTOCG TAGCGAT TCTGRACGTGCAAATCOATCGTCAGAGC TRGETATAGGEECGAMGACTAM MG T COGTAGCGAT TCTGRACGTGCARATCEATCGTCAGAGE TGGETATAGGEECGAAMGACTAATOGACC!

wo teve [ ws 'R w1 ene [

Start stop Start /\ stop Start stop
Cytochrome-c-Oxydase N

Fonction
(CO1 ou COX1, 648bp)
ADF-4 protéine intervenant dans
Protéine de composition la chaine respiratoire des
des soies de l'araignée. Qnitochondries )

inconnue




Nb de
Quelles difféerences chromosomes  Taille du génome Nombre de génes

Entre les espéeces ?

TOCGTAGDGATTCT GRCGTGCAANTY [ T |

TCCGCAGCGATTCTGACGTGCARAT (] ' '

TCCGETAGCEA T TCTEADGTGLAARTY W
TCCGTAGOGATTCT GACGTGCARAT]
TCCGTAGCGATT CTGACGTGCAAATA
TCOGTAGCAATTCTGACGTGCAART o mel e e

ool il ot s L Fi (TR (P8 ™ Py 75 = P s s Py PP

Rat des villes

42 2,75 Millions paires bases 23 503 génes

Humain ' ] 46 3’10 28 000
Blatte américaine . % ? 3’33 20 000
Moustique = 0’289 14 000

Bactérie (Leptospirosa sp.)

‘ 1 0,003 3 600
Tomocerus minor \/% 1 2 0 ’ 3 3 2

Ver de terre
Acarien (Oribate)

Poisson rouge

Chien



POi nt C O m m u n e ntr'e es péc es ? i% Le nombre de génes n’est pas réaliste, c’est juste pour I'exemple

Evolution du vivant depuis 3 milliards d’années
?ﬂ + mutations

Ancétre commun
12 génes
? Millions d’années d’évolution
speC|at|on

l l l l

Espece 1 Espece 2 Espece 3 Espece 4
11 génes 13 génes 24 génes 10 genes
Deletion de géene Duplication de génes Duplication de génome Deletion

10 genes en commun toujours : Genes orthologues
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Les mutations ?

‘A -read
o  UNCANNY
who considers

e en | B\ Ne donne pas de super-pouvoirs

* taux de mutation spontanée d’une espece

* Exemple : Arabidopsis thaliana

* 1 ou 2 mutations par génération.
(sur 157M bases)

La plupart du temps : neutre
(sans incidence visible)

* Avec I'accumulation de mutation : créé de
la diversité dans le monde du vivant

BRISSON
M. ROSENBERG>




Genes orthologues : accumulation de mutations ?

Phaneroptera_falcat |
Isophya_altaica_EFS |
Bicolorana_bicolor ¢ |
Roeseliana_roeseli |
Montana_montana |
Meltrioptera_japonici |
Gampsocieis_sedakc |
Deracantha_deracar |
Zychia_baranovi [
Tettigonia_wiridissiry. |
Conocephalus_disco |
Conocephalus_sp. |
Conocephalus_perce |
Mecopoda_elongata |
Mecopoda_elongata. |
Mecopoda_sp._ Mal |
Podisma_sapporens. |
Hetrodes_pupus_EF: |

A e e e e e e e e e e e e e e e e e

TAAGCTTACTAATCC
TTA[TTTATTAATTCNA*
TCAGTCTATTAATTCG
TCAGTTTATTAATTCG
TTAGTCTACTAATTCG
TCAGATTATTAATTCG
TTAGATTGEGCTAATTCGAG
TTAGATTATTAATCCGGG
TAAGTCTATTAATTCGAG
TTAGCTTATTAATTCGTG
TTAGCTTATTAATTCGAG
TTAGCTTATTAATTCG
TAAGTCTTTTAATTCG
TAAGTCTTTTAATTCG
TAAGTCTTTTAATTCG
TAAGAATAATTATTCG
TAAGCCTTTTAATTCG

TTCAG

 Mutations :

modifications accidentelles de
nucléotides (erreur de réplication)

Certaines sont réparées.
D’autres conservées

D’autres transmises de génération
en génération

Accumulées : vont faire diverger
des especes. Mécanisme de
I’Evolution.

Outils d’identification :

pour discriminer les espéeces.



Dynamisme de I’évolution

Radiation évolutive : spéciation
Disparitions d’espéces : extinction massive

CEN.

Tert

MESOZOICUM

Cre

Jur

Tri

PALAEOZOICUM

Per

Crb

Dev

Sif

Ord

Cmb

VERTEBRATA

v

- 65 Ma, I'extinction Crétacé-Tertiaire tue 50 % des especes

CRETACEQOUS

End Triassic
JURASSIC £nd :'.lA SiC
208mya

= armin
TRIASSIC End Pv_ ian
as - | p Jo4mya

PERMIAN

E vVOoDi2
CARBONIFEROUS end De'—?'. ian

{*. . ‘;i' mya
DEVONIAN

End Orcovician
143mva

SILURIAN

CRDOVICIAN

CAMBRIAN



Maintenant gu’on sait un peu plus sur I’ADN

Revenons au
barcoding



DNA-Barcoding : de quoi on a besoin ?

R

Ardbeg

+ Centrifugeuse

extraction ADN

L

1984 : PCR par Kary Mullis

BIG BROTHER

IS WATCHING YOU

Amplification de ’ADN

1977 : séquencage Sanger

2003 : génome humain

Colt de séguencage d'un génome humain (USD)

N B s i B e
$10M ©
$1M;
$1ook;

$10k |

$1k L

$100 v bbb b b b b b boed
2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019

Séquencgage

GenoBcreen | Services

Y lanovadtive Geronics




DNA-Barcoding

Concept Barcoding :
* Paul Hebert et al. 2003

2010:iBOL

(International Barcode of Life)
Grande bibliotheque de
référence de séguences
d’identification

{1

900

Meta
menardi
e =

2 6004

[ |
mE
[ |
[ N |
]
Number of publications

=
300

LT | -
-~ ' 0-

Base de données ?

1993 1998

©
IBOL

_d

2003 2008 2013
Year

DNA Barcoding [ll DNA Metabarcoding

2018

Gene cible : MARQUEUR MOLECULAIRE

* Gene conservé chez s& espéces
* Assez discriminantes

* Exemple .

* Cytochrome-c-Oxydase (CO1 ou COX1, 648bp)
* protéine intervenant dans la chaine respiratoire

Trop conservé

Plantes Bacteries Animaux



Kryptonesticus eremita Kryptonesticus eremita Juvénile
Male femelle

Echantillon abimé Larve



Générer des arbres phylogéenétiques

Evaluer rapidement la biodiversité
Etudier la diversité génétique COl pour especes observées dans les kta

Hypothese sur I'évolution Insecta

* \Vérifier la pertinence du marqueur
 choisi pour barcoding

Cossomis_l

Mesotritia
* Longueurs branches : N
. s 7 4 © Cecilioide Leptoneta
 distance génétique L o S
e
. 1:5“““"‘%*'5& 2,
* Intersection branches : Sl dl g P
N cﬁ?'ﬁﬂn‘fﬁﬁ 5 & £ % S5 g
* ancetre commun Vi 8 L;E
&5 u._,:_i-" 8 ) é'r
* Branches proches : moins de mollusca = o
différence, plus proche parenté Pseudoscorpionida g8 A "ﬁ’;
* Les espece des mémes classes plus proche Aranea 'E%‘ '% %,

myPhyl tree on COIl sequence from NCBI Nucleotids



Générer des arbres phylogéenétiques

Evaluer rapidement la biodiversité
Etudier la diversité génétique
Reconstitution de I'évolution

Vérifier la pertinence du marqueur

 choisi pour barcoding

e Longueurs branches :
 distance génétique
* Intersection branches :

* ancétre commun

* Branches proches : moins de
différence, plus proche parenté
* Les espece des mémes classes plus proche

COl pour especes observées dans les kta

Insecta

PhyML In(L)=-12341.5 472 zites GTE. 4 rate claszes IL|
T Cossonms 1 Mlesotritia
lemgﬂsw =
- Scotolemon
- Letobunum
Filaena tr .
Crontoohil Mitostoma
Bgl'rlizsl,:{; Esm )
tophas Diznerslla
|| {13{;3 ophag
Mebria bre
E{%ﬂ.r. ].gm"*iplan i
Cﬂlm
— ecottea
Phihig o 2
ﬁTﬂghﬂﬂ d
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Y it — Arion mufn
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] Lauria oyl
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ﬁu-::hulug_
. Discus tof — ©
Cht urllsl. =
thonius
_,—|—|: e Roncus
Niphargus °F
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L
Steatoda g stloch
]%t‘i,- tonest —
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Pallidup
Lepthyphan Leptoneta

myPhyl tree on COIl sequence from NCBI Nucleotids



Phylogéographie

Trechini (Pyrenean clade)

Comparer répartition Cave / Surface

Entre plusieurs especes.

Hypothéses sur évolution / origine du peuplement
Description microhabitat : isolation des especes = spéciation

Calt
TGCAGGACACACAGGAGCOCTGAGCCOATTCCOTGCGGCTCCONGACCAAACG

https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rspb.2017.0193 Leptodirini (Speonomus group)
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ece3.4507



DNA-Barcoding : Inconvénients

|

" &=

* Nécessite une donnée de référence validée par un b g: |

* Parfois contradiction avec taxonomie classique
(especes cryptiques considérées comme 1 espece
qui en fait en est plusieurs)

e Il Erreurs publiées dans les bases de données
)

|
* Pas encore de gene de ref. efficace pour végétaux & 9
et mycetes ‘

No results found :(



Taxonomie integrative Délimiter ls frontieres entre les espces

Une approche multidisciplinaire....

Criteres morphologiques Criteres moléculaires Critéres écologiques

e e TAAGACTTCTAATTCGAG
D 3 1 3 3 - -~ 3 : -~ Wl
s e e e e TAAGCTTACTAATCCGEG

TTAGTTTATTAATTCGAC

TCAGTCTATTAATTCGAL

322£ﬁﬁ§¢~;C:::::ﬁ TCAGTTTATTAATTCE

& R TTAGTCTACTAATTCG

e TCAGATTATTAATTCEG

20(19). Antennae five OY 31X SeQmented.....ccsssesvensns Encomcbryidae 7 T T A » A wT T CT A A T T c b < ol :
A four B o R R A P R 21 TTA A’TT A TT A ATCC ~ GG

o |

= &]13)5° C

21(20). Third abdominal segment clearly shorter than fourth........ 2z T A A Tc T A T T A A T T c 'j . "
S e e e s s TTAGCTTATTAATTCGTC
TTAGCTTATTAATTCG
22(21). Troch 1 organ ab OF PUAIMAATAYY..ccoseasasnssansans Qu T T! A c CT T A T T A A T T c f;
Trochanteral organ present (fI1g.12).ccescnsssss Encomobryidae - . S

TCTTTTAATTCG
TCTTTTAATTCG
TCTTTTAATTCG
AATAATTATTCG
CCTTTTAATTCGTT

T A AG
TAAG
TAAG
TAAG
T AAG

P PPPPPPPPEPPPPEPDPIPD




?

Des Questions

ENELEY)

) DNA ANALYSIS



Projet existant : GBOL-project ‘Subterranean Fauna’

DNA Barcodes go Underground

Une partie du projet German Barcoding of Life
Sur des echantillons collectés dans les grottes

é

German Barcode of Life

Written by: Alexander M. Weigand (Goethe University Frankfurt)

GBOL-Speaker
Prof. Dr. J.W. Wégele (ZFMK)
w.waegele@zfmk.de

Deputy Speaker
Prof. Dr. G. Haszprunar (ZSM)

haszi@zsm.mwn.de

Central coordination
Dr. V. Rduch (ZFMK)
info@bol-germany.de

Taxonomic Coordinators

Taxonomic experts in GBOL subprojects

Fauna NW Germany Fauna SE Germany Fauna SW Germany
Dipl.Biol. B. Rulik (ZFMK) Dipl.Biol. J. Moriniere (ZSM) Dr. C. J. Monje (SMNS)

Soil organisms Flora - Dr. R. Hand Pollinators - Dr. A. Hamm
Dr. K. Hohberg (SMNG) [l (Nees, BGBM, SMNS, IEB) (INRES, Bonn)
Funga - Prof. D. Begerow, RUB Pollen - PD Dr. B. Gemeinholzer Diatoms
(HZI, JKI, SMNG, SMNK, SMNS, Uni Bayreuth) (Universitat Giessen) Dr. R. Jahn (BGBM)

Associated projects

EU COST Action
DNAqua-Net

FREDIE
(ZFMK)

Fauna Ost
(SNSD)

Marine organisms
(DZMB)

Subterranean Fauna - Dr. A. Weigand
Universitat Duisburg-Essen




Autres applications

la lutte contre le commerce illégal d'especes menacées (Eaton et al. 2010), b
Zebra

la lutte contre le commerce de bois abattu illégalement (Lowe et al. 2011) Mussel
-> si on pouvait identifier les morceaux de bois des carrieres !!

|dentifier des rapidement espéces invasives / composition d’un plat

Identifier et lutter contre les ravageurs (Greenstone et al. 2011)

DNA barcodes
present in samples

DNA extraction _(EDNA)
& PCR amplification | DOT ;
A

&
. Qj@’/o_\

Detection of target species

\
|
|
} ~ %
Environmental Multiplex detection o A
sample A b
(water, soil, sediment) :




