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Lundi 4 novembre 2013

12:30 Accueil

14:00 Ouverture du colloque

14:15

14:45

15:15

15:45

16:05

16:25

16:55

17:25

17:45
18:05
19:30

Session 1 Actualités méthodologiques et techniques

France génomique, une infrastructure au service de la communauté
scientifique — P Le Ber (France génomique), invité

L'Institut Francais de Bioinformatique : une infrastructure nationale de
service en bioinformatique — JF Gibrat (Institut Frangais de

Bioinformatique), invité

Environmental Genomics at  Genoscope Methodological

developments for the Tara Oceans Project - P Wincker (Génoscope),

invité

Le calcul intensif en soutien du barcoding en métagénomique — A
Franc (INRA Bordeaux)

read2SNPs: détection de SNPs a partir de reads bruts, sans génome de
référence — P Peterlongo (INRIA Rennes)

Pause

Session 2 Fonctionnement des écosystémes

Algorithmic and mathematical exploration of symbiosis — MF Sagot
(LBBE Lyon), invitée

Fiat lux : premiére conversation moléculaire entre une seiche et des
bactéries luminescentes — N Kremer (LBBE Lyon)

Evolution of cooperation in AM fungi — M Duhamel (EcoBio Rennes)
Session poster

Apéritif dinatoire

09:00

09:20

09:40

10:00

10:20

11:00

11:30

12:00

12:20
14:00

14:20

Mardi 5 novembre 2013

Session 2 Fonctionnement des écosystémes

Comparaison de novo de données de séquencage issues de trés grands
échantillons métagénomiques — N Maillet (IRISA Rennes)

The use of NGS metabarcoding to unveil host-parasite relationships in
marine world plankton — N Henry (Station Biologique Roscoff)

Une approche de métatranscriptome en milieu naturel lacustre pour
mieux comprendre le cycle de I'azote des communautés bactériennes
associées a des cyanobactéries fixatrices et non fixatrices d’azote — N
Pascault (BioEmCo, ENS Paris)

Distribution spatiale et traduction fonctionnelle de la diversité
microbienne des sols — S Terrat (INRA Dijon)

Pause

Session 3 Evolution des genes et génomes, adaptation

How genomic responses to the environment vary — J Colbourne (Univ
Birmingham) , invité

Genomic adaptation to different hosts - What makes better-adapted
viruses? — E Herniou (IRBI, Tours)

Evolution de I'organite procaryote responsable de la magnétotaxie —
C Lefévre (CEA Aix-Marseille)

Déjeuner

Evolutionary génomics: what can we learn from environmental
transitions? T Lefébure (LEHA Lyon)

Evolutionary dynamics of the chloroplast genome: insights from
comparative analyses in the legume family — M Rousseau-Gueutin
(EcoBio Rennes)
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15:00

15:20

15:40
16:10
16:45
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17:30
1

N
1

w
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Evolution of genome structure in the Lachancea yeast clade — V Sarilar
(INRA Grignon)

Convergent evolution of gut microbiomes in myrmecophagous

mammals — F Delsuc (ISEM Montpellier)

Résolution possible des conflits génomiques entre les sexes par
I’évolution d’une expression différentielle —J Jaquiéry (INRA Rennes)

Posters
Pause
Ateliers 40 min (1 choix parmi 6)* :

Génotypage haut débit pour organismes non modeles
S Charlat (LBBE, Lyon)**

Barcoding moléculaire et NGS
L Le Gall (MNHN Paris) et F Pompanon (LECA, Grenoble)

Approches RNA-seq pour les études transcriptomiques
A Salmon (EcoBio Rennes)

Assemblage, mapping et détection de variants dans les génomes non
modeles
C Lemaitre (INRIA Rennes)

Construction de chaines d'analyses automatisées (Galaxy)
Y Le Bras (Plateforme Bioinformatique Genouest, Rennes)

Epigénétique et analyses du méthylome
G Le Trionnaire (INRA Rennes)

Ateliers 40 min (1 choix parmi 7)* :

Génotypage haut débit pour organismes non modeles
S Charlat (LBBE, Lyon)**

Recherche de régions génomiques soumises a sélection
S Stoeckel (INRA Rennes)

Plans d'expérience et statistiques en NGS
M Gautier (INRA Montpellier)

4- Base de données pour la génomique environnementale et Ia
systématique
N Puillandre (MNHN Paris)
5- Comparaisons rapides pour I'analyse de séquences
E Drezen (INRIA Rennes)
6- Modélisation appliquée a la génomique environnementale
D Eveillard (LINA Nantes)
7- La phylogénie au secours des annotations
G Markov (MPI Tubingen)
*Pour |'organisation des salles, merci de compléter les listes d'inscription mise a votre disposition
** Compte tenu du succes de cet atelier dans le sondage préliminaire effectué, celui-ci sera proposé
2 fois

18:10 + 10 min transfert vers bus

18:20 Départ bus

19:00 Réception a la mairie

Soirée libre

Mercredi 6 novembre 2013
Session 4 Ecologie et génomique des populations

09:00 L’histoire du systéeme d’auto-incompatibilité chez les cruciféres illustre
le lien entre évolution des génomes et des systémes de reproduction
chez les plantes — X Vekemans (Univ Lille) , invité

09:30 Whole-genome sequencing of multiple Wolbachia strains : When
comparative genomics leads to symbiosis-related pan-genome analysis
— S Geniez (Univ Poitiers)

09:50 Diversité intra- et interspécifique d'ascidies invasives en milieux
portuaires — S Bouchemousse (Station Biologique de Roscoff)

10:10 Apports de la génomique des populations a I'étude de I'adaptation
trophique dans le complexe d’especes du puceron du pois — P
Nouhaud (INRA Rennes)

10:30 Pause
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11:00 Architecture génomique de I'adaptation locale et de [lisolement
reproductif chez le bar — F Bonhomme (ISEM Montpellier)

11:20 Adaptation du bracovirus de Cotesia sesamiae identifié par targeted
re-sequencing —J. Gauthier (IRBI Tours)

Session 5 Description et structure de la biodiversité

11:40 Analyses des génes et des génomes en systématique : Biais
conceptuels, enjeu — G Lecointre (MNHN Paris) , invité

12:10 Mapping tropical biodiversity via DNA metabarcoding with a focus on
plant and soil fungal communities — P Taberlet / L Zinger (LECA
Grenoble / EDB Toulouse)

12:30 Déjeuner

14:00 Metagenomic approaches to study metazoan genomic diversity: what
can we expect? — B Linard (NHM London)

14:20 Results and limits of COIl barcoding for the exploration of the Southern
Ocean Biodiversity and Evolution: are mitogenomes the answer? A
Dettai (MNHN Paris)

14:40 Algal barcoding in France allowed addressing questions from
systematics to ecology — L. Le Gall (MNHN Paris)

15:00 Génotypage d’espéces divergentes par RADseq: de l'inter-espéce a
I'inter-familial — E Pante/A Cruaud/JY Rasplus (Univ La
Rochelle/IFREMER Plouzané/CBGP Montpellier)

15:20 Etude a haut débit de la biodiversité du passé — EM Geigl (1M Paris)
15:40 Le programme Marbol au MNHN —S Samadi (MNHN Paris)

16:00 Cloture
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FRANCE GENOMIQUE, UNE INFRASTRUCTURE AU SERVICE DE LA
COMMUNAUTE SCIENTIFIQUE

Type de résumé
Oral présentation

Session
Session 1

Soumis par
Pierre Le Ber

Auteurs et Orateurs
Pierre Le Ber

Liste compléte des auteurs - Affiliations
Pierre Le Ber - pleber@genoscope.cns.fr - CEA / DSV / Institut de Génomique (Genoscope & CNG)

Résumé

France Génomique rassemble et mutualise les ressources des principales plateformes francaises de
génomique et de bio-informatique. Créée grace a un financement « Investissements d’Avenir », elle a
pour ambition de maintenir la recherche frangaise au plus haut niveau de compétitivité et de
performance dans la production et I'analyse des données de génomique, a la pointe de I'état de 'art a
I’échelle internationale. Elle offre a la communauté scientifique publique et privée I'acces aux plateformes
francaises les plus performantes, un accompagnement des projets, le plus haut niveau d'expertise et de
compétences mutualisées ainsi que la possibilité de participer a des projets ambitieux au niveau national
et international.
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L'INSTITUT FRANCAIS DE BIOINFORMATIQUE : UNE INFRASTRUCTURE

NATIONALE DE SERVICE EN BIOINFORMATIQUE

Type de résumé

o

Session

ral presentation

Session 1

Soumis

par

Jean-Francgois Gibrat

Auteurs et Orateurs
Jean-Francgois Gibrat

Liste compléte des auteurs - Affiliations
Jean-Frangoise GIBRAT - Institut Francais de Bioinformatique

Résumé

La communauté des sciences de la vie produit des masses toujours croissantes de données brutes
hétérogenes. En particulier, les nouvelles technologies de séquencage (Next Generation Sequencing
technologies) sont désormais capables de générer plusieurs téraoctets (To) de données par expérience.
Le réle de la bioinformatique est de gérer ces grandes masses de données mais surtout de les analyser
en utilisant une large palette de méthodes informatiques afin d’aider les biologistes a en extraire des
connaissances biologiques. Pour répondre aux besoins de la communauté des sciences de la vie, le
réseau national des plates-formes de bioinformatique, dans le cadre d'une réponse a l'appel a
propositions « Infrastructures en Biologie et Santé » du programme « Investissements d’Avenir », met
en place une nouvelle infrastructure de service en bioinformatique, ['Institut Francais de
Bioinformatique (IFB). Le séminaire présentera les missions de I'IFB et décrira les particularités des
traitements bioinformatiques des données produites par les sciences du vivant et les solutions qui sont
envisagées dans le cadre de I'lFB pour y répondre.
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ENVIRONMENTAL GENOMICS AT GENOSCOPE: METHODOLOGICAL
DEVELOPMENTS FOR THE TARA OCEANS PROJECT

Type de résumé
Oral présentation

Session
Session 1

Soumis par
Patrick Wincker

Auteurs et Orateurs
Patrick Wincker

Liste compléte des auteurs - Affiliations
Patrick Wincker, CEA, Institut de Génomique, Genoscope, pour le consortium Tara Oceans.

Résumé

The Tara Oceans Expedition realized a 3 years exploration of the world’s oceans from September 2009
to March 2012 aboard the ship TARA, collecing and archiving coherent and comprehensive physico-
chemical, oceanography, ecology and biological samples and data sets. The TARA Oceans expedition and
the on-land OCEANS consortium attempt to integrate the genetic, morphological and functional
complexity of the entire ocean ecosystem in its environmental context, from viruses to fish larvae.
Genoscope has invested in developing new methodologies for studying eukaryote genetics in
environmental samples. We will discuss recent advances in metagenomics, metatranscriptomics and
single-cell sequencing applied to Tara Oceans eukaryotic samples.
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LE CALCUL INTENSIF EN SOUTIEN DU BARCODING EN METAGENOMIQUE

Type de résumé
Oral presentation

Session
Session 1

Soumis par
Alain Franc

Auteurs et Orateurs
Alain Franc

Liste compléte des auteurs - Affiliations
Ph. Chaumeil, UMR BioGeCo, INRA & Université Bordeaux 1
L. Kermarrec, Asconit consultats
Y. Laizet, UMR BioGeCo, INRA & Université Bordeaux 1
J-M. Frigerio, UMR BioGeCo, INRA & Université Bordeaux 1
F. Rimet, UMR Carrtel, INRA & Université de Chambéry
A.Bouchez, MR Carrtel, INRA & Université de Chambéry
A. Franc, UMR BioGeCo, INRA & Université Bordeaux 1

Résumé

Le barcoding est un projet qui a été lancé en début des années 2000 par Hebert et Janzen. Il a été
considéré comme un probléeme clos, dont une solution existait, donc un probléeme de moyen pour le
mettre en ceuvre. Or, nous pensons que cette question n’est pas close, ni sur un plan de biologie, ni des
méthodes de traitement des données. Les diatomées sont un groupe d’organismes unicellulaires,
photosynthétiques, avec squelette siliceux (le frustule), et reproduction parfois sexuée et parfois clonale
dans une méme lignée. Il existe des flores de diatomées qui permettent de les reconnaitre par des
caractéristiques de leur frustule sous microscope. Il existe également des «barcodes» pour ces
organismes. Il existe entre 20;000 et 100;000 espéces de diatomées. Dans cette présentation, nous
rendrons publics trois outils congus pour traiter des données de métagénomique issues de NGS. Un
premier outil (classique) qui sert de base est un calcul exact et complet de distances entre séquences a
partir des scores d’alignement local. Le second est une visualisation et un calcul de quelques indices de
qualités en comparant des OTUs calculés sur la classification des séquences uniquement et I'assignation
morphologique des spécimens, soit par clustering sur graphes, soit par traitement de types
Multidimensional Scaling. Cet outil permet de visualiser la structure des bases de références. Le troisieme
outil est un diagnostic par inférence bayésienne qui affine le BLAST, a partir des distances d’alignement
local entre une query et les candidats potentiels retenus par le BLAST. La phase intensive du calcul est
celle des distances deux a deux. Pour cela, plutdét qu’utiliser des heuristiques, nous menons les calculs
jusgu’au bout en mobilisant des infrastructures de calcul intensif (cluster avec tres grand nombre de
nceuds, grille de calcul, projet decrypthon sur Blue-Gene avec IBM). Nous présentons in fine quelques
résultats, comme la comparaison entre les OTU par clustering sur graphes et ceux obtenus par DOTUR,
une visualisation d’'un mélange de continuité et de granularité en cluster d’'un nuage de points qui
reproduit les distances génétiques entre spécimen, et la comparaison entre le BLAST et le calcul complet
des alignements locaux par paire pour faire I'inventaire d’'une communauté microbienne. Nous proposons
comme projet collectif de rendre disponibles et diversifier 'ensemble de ces outils par comparaisons
récurrentes a des jeux de données mutualisés. Pour cela, nous proposons de mettre en place un site web
seraient disponibles des jeux de données difficiles, des outils et méthodes, et un acces facilité au calcul
intensif, appel Diversiton. Chaque amélioration d’'une méthode sera testée sur ces jeux de données et
comparée a celles existantes. L'enjeu est d’affiter les outils pour explorer avec fiabilité la diversité
moléculaire des communautés microbiennes, diversité qui reste majoritairement inconnue de nos jours.

Références bibliographiques
Kermarrec, L. Franc, A. Rimet, F., Chaumeil, Ph., Humbert J.-F. & Bouchez, A. ;— 2013 - Next-generation
sequencing to inventory taxonomic diversity in eukaryotic communities: a test for freshwater diatoms.
Molecular Ecology Resources, 13(4):607-619 Kermarrec, L., Franc, A., Rimet, F., Chaumeil, Ph., Frigerio, J-
M., Humbert, J.-F. & Bouchez, A. — 2013 - A Next-Generation Sequencing approach for river biomonitoring
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using benthic diatoms. Freshwater Science — Accepted.State of the art:Schloss PD, Westcott SL, Ryabin T,
Hall JR, Hartmann M, et al. (2009) Introducing mothur: Open-Source, Platform-Independent, Community-
Supported Software for Describing and Comparing Microbial Communities. Appl Environ Microbiol 75:
7537- 7541. doi:10.1128/AEM.01541-09.Pawlowski, J., S. Audic, S. Adl, D. Bass, L. Belbahri, C. Berney, et
al. (2012) CBOL Protist Working Group: Barcoding Eukaryotic Richness beyond the Animal, Plant, and
Fungal Kingdoms. PLoS Biology 10: e1001419.Pawlowski J, Christen R, Lecroq B, Bachar D, Shahbazkia HR,
et al. (2011) Eukaryotic Richness in the Abyss: Insights from Pyrotag Sequencing. PLoS ONE 6: e18169.
doi:10.1371/journal.pone.0018169.

Mots-clés
Métagénomique - Protistes - Diatomées - Calcul intensif - Modeles statistiques
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READ2SNPS: DETECTION DE SNPS A PARTIR DE READS BRUTS, SANS GENOME
DE REFERENCE

Type de résumé
Oral presentation

Session
Session 1

Soumis par
Pierre peterlongo

Auteurs et Orateurs
Pierre Peterlongo

Liste compléte des auteurs - Affiliations
Raluca Uricaru 1,2, Guillaume Rizk 3,4, Vincent Lacroix 5, Elsa Quillery 6,7, Olivier Plantard 6,7, Rayan
Chikhi8, Claire Lemaitre4 and Pierre Peterlongo 4
1 LaBRI, University Bordeaux 1, Talence, France
2 INRA, UMR1349 IGEPP, Le Rheu, France
3 Algorizk, Paris, France
4 GenScale, INRIA Rennes Bretagne-Atlantique, IRISA, Rennes, France
5 BAMBOO, INRIA Grenoble Rhone-Alpes, France
6 INRA, UMR1300 Biology, Epidemiology and Risk Analysis in Animal Health, Nantes, France
7 LUNAM University, Oniris, Nantes Atlantic College of Veterinary Medicine and Food Sciences and
Engineering, UMR BioEpAR, Nantes, France 8Department of Computer Science and Engineering, The
Pennsylvania State University, USA

Résumé

La détection de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) est une des taches fondamentales lors de
I’exploitation de données NGS. Généralement les méthodes de détection de SNPs utilisent des génomes
de référence. Partant du constat que nous travaillons de plus en plus sur des organismes non modéles, il
est indispensable que des méthodes permettent de détecter les SNPs sans | de de génome de référence. Il
existe peu de méthodes effectuant une telle tache et celles-ci rencontrent des limitations fondamentales :
elles détectent des SNPs homozygotes entre deux jeux de données uniquement, et/ou elles nécessitent
des ressources temps/mémoire prohibitifs. La méthode que nous proposons, appelée read2SNPs, permet
la détection de SNPs génotypables hétérozygotes ou homozygotes a partir de n‘importe quel nombre de
jeux de reads, sans utilisation de génome de référence. Ses besoins en temps et en mémoire sont limités
(des milliards de reads peuvent étre traités sur un classique ordinateur de bureau). De plus son utilisation
est particulierement aisée et chaque SNP détecté est proposé avec des informations de qualité et de
couverture par alléle et par jeux de donnée, et avec la séquence du contig auquel il appartient.Nous avons
montré pour la premiére fois que de rechercher des SNPs directement dans des reads non assemblés
produit de meilleurs résultats en terme de sensibilité/recall qua utilisant une approche
assemblage+mapping, classiqguement utilisée en l«sence de génome de référence. Une validation
expérimentale des SNPs prédits par read2SNPs sur une espéce d thropodes a confirmé 96% des SNPs qui
ont été testés.Informations complémentaires et téléchargement: http://colibread.inria.fr/read2snps/

Mots-clés
SNP, reference-free, heterozygote, homozygote, NGS, low-memory footprint
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ALGORITHMIC AND MATHEMATICAL EXPLORATION OF SYMBIOSIS
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FIAT LUX : PREMIERE CONVERSATION MOLECULAIRE ENTRE UNE SEICHE ET
DES BACTERIES LUMINESCENTES
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Résumé

Les interactions symbiotiques sont particulierement abondantes dans la nature et jouent un role
fondamental dans I'expression du phénotype individuel et I'évolution des organismes. Lorsque les
symbiotes sont transmis horizontalement, la sélection d’un partenaire au sein d’un groupe résulte de
processus complexes liés a la reconnaissance / communication / sanction entre partenaires et au
potentiel adaptatif de I’association dans un contexte écologique particulier. La co-évolution entre
partenaires peut faciliter la mise en place et le maintien du couple, comme c’est le cas dans la symbiose
mutualiste entre la seiche Euprymna scolopes et la bactérie luminescente Vibrio fischeri. V. fischeri
représente moins de 0.1% du bactérioplancton, mais est cependant la seule espéce bactérienne a pouvoir
établir une association durable avec la seiche. Environ 3h apres éclosion dans I'eau de mer, 5-10
symbiotes s’agrégent dans le mucus au dessus du futur site de colonisation. Les bactéries pénétrent
ensuite dans I'organe symbiotique, et sont confrontées a des environnements chimiques et physiques
stringents, avant d’atteindre leur site final de résidence, les cryptes. Par une approche de
transcriptomique comparative (454), nous avons caractérisé les génes hotes dont I'expression était
affectée par le contact initial avec les symbiotes, en présence du bactérioplancton. Des génes
‘immunitaires’ pouvant jouer un role dans la sélection des symbiotes, ainsi que des génes codant pour la
dégradation des protéines et des sucres étaient sur-représentés chez les individus symbiotiques. L'un
d’eux code pour la chitotriosidase, une enzyme qui dégrade la chitine en chitobiose. Le gradient de
chitobiose est nécessaire pour la migration de V. fischeri dans I'organe lumineux (Mandel et al., AEM,
2012) mais V. fischeri n’est pas attiré par ce gradient in vitro. Nous avons montré que la chitotriosidase,
active dans les conditions de pH du mucus et dont I'expression est proche du site d’entrée des bactéries,
permet (i) de préparer V. fischeri; a détecter le futur gradient de chitobiose (priming), et (ii) de participer
a la création du gradient chémo-attractant nécessaire a la migration du symbiote vers les cryptes. Ces
études suggerent qu’un petit nombre de partenaires symbiotiques est suffisant pour reprogrammer
I’expression des genes de I'h6te ; un mécanisme qui va favoriser la sélection et la colonisation du
symbiote et permettre un ajustement et la construction du phénotype étendu. Ces études montrent
I'importance des approches de transcriptomique comparative dans des espéces non-modéles, comme
outil exploratoire pour la détection de candidats dont I'étude peut étre complétée par des analyses
fonctionnelles.
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Résumé

The 450-million-year-old arbuscular mycorrhizal (AM) symbiosis is one of the world’s most abundant
mutualism, more than 80 % of plants are colonised by these fungi. This symbiosis involves nutritional
exchanges: plants give carbohydrates to fungi and fungi give minerals to the plants. Plants are colonized
by diverse communities of unrelated AM fungi. These strains vary in their level of cooperation and in the
benefits they provide to the host. These fungi intermingle on a small spatial scale (e.g. a 1mm section of a
single host root), making mechanisms to reward and to select beneficial fungi difficult to envisage from an
anatomical and physiological perspective. Therefore, it is necessary to test if hosts can preferentially
allocate resources when AM fungi varying in their cooperation level compete within a single root
system.We employed stable isotope probing to determine patterns of carbon allocation from the host
plant to the fungus. The technique is based on the integration of 13C labeled growth substrates into
nucleic acids, and then on an ultracentrifugation using a Cesium TriFluoro Acetate gradient. This
technique allows researchers to successfully distinguish carbon allocation patterns between AM fungal
strains.We used three AM fungal strains: Glomus intraradices, Glomus custos and Glomus aggregatum.
Under greenhouse conditions, Medicago truncatula seedlings were inoculated with these three strains
which were allowed to directly compete for host carbon on the root system. After ten week of growth, we
pulse labelled the plants with 13CO2 and harvested the roots. Total RNA was extracted. The RNA
containing the “heavy” carbon isotope was separated from the “light” RNAs, after which the identity of
the RNAs was revealed using a reverse transcription and a quantitative PCR.We found that the most
cooperative fungi, Glomus intraradices, had the most enriched RNA, suggesting it received more carbon
from the plant. We argue that the plant is able to discriminate among strains, and preferentially allocate
carbohydrates to the more cooperative fungi.As in nature this symbiosis is embedded in larger ecological
webs, we then tried to explain the evolution of the cooperation in AM symbiosis considering the tri-
trophic relationship between AM fungi, host plants, and fungivores. In a second experiment, we added
fungivores to the plant/AM fungal system and tested the idea that secondary metabolites, used by the
host plant for its own protection against herbivory, can be transferred to the fungal partner to increase its
defense against fungivores.These mechanisms can help to explain the stability of the AM symbiosis.
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Résumé

La métagénomique vise a étudier le contenu génomique d’échantillon provenant d’environnement
naturel. Cette discipline récente étudie les génomes de différents organismes provenant du méme milieu.
La métagénomique pose de nouvelles questions, tant d’'un point de vue biologique qu’informatique.
Parmi les différentes approches métagénomiques existantes, la métagénomique comparative de novo
compare plusieurs métagénomes en se basant uniquement sur le contenu brut des échantillons.L’objectif
de nos travaux est de développer une méthode rapide pour évaluer la similarité entre deux échantillons
métagénomiques obtenus par les séquenceurs de nouvelle génération. Chaque jeu est composé de
centaines de millions de courtes séquences d-N (les reads). L'estimation de la similarité s’effectue en
calculant efficacement I'intersection entre ces deux jeux de reads. L’originalité de la stratégie repose sur
le développement du traitement de base rapide qui identifie les reads du premier jeu similaires a au
moins un read du deuxiéme jeu. Ce traitement est appelé plusieurs fois pour réaliser I'intersection
compléte. Cette méthode n’est cependant pas exacte et génére un faible taux de faux positifs.La rapidité
de la procédure s’appuie sur une structure d’indexation basée sur le concept de filtre de Bloom. Le filtre
de Bloom est une structure de données probabiliste qui teste la présence d’élément dans un ensembile,
avec un faible pourcentage d’erreur. Le logiciel final, nommé Compareads, a une faible empreinte
mémoire, de 'ordre de quelques Go, et calcule I'intersection de deux échantillons de 100 millions de
séquences en une dizaine d’heures seulement. A titre indicatif, I’age du logiciel BLAST pour effectuer un
traitement identique demanderait plusieurs centaines d’heures de calcul et plusieurs dizaines de Go de
mémoire.A I'heure actuelle, Compareads est probablement le seul outil capable de comparer des
échantillons métagénomiques de cette taille. Le logiciel a été utilisé dans le cadre de plusieurs projets et a
produit des résultats robustes, biologiguement exploitables et en accord avec diverses méthodes
fondamentalement différentes. Il est actuellement utilisé de maniére intensive sur les échantillons
provenant de I'expédition Tara Oceans. Sur ce projet, par exemple, notre méthode met rapidement en
évidence l'influence des grands systémes océaniques sur la répartition globale des micro-organismes
marins.
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Résumé

The onset of massive metabarcoding surveys of any environmental samples across large spatio-temporal
and taxonomic scales offers a new tool to study fine-scale ecological patterns amongst microbes and tiny
organisms. Here we use a dataset of 14.106 V9 18S rDNA metabarcodes generated from 49 stations along
the Tara-Oceans circum-global expedition to test patterns of barcodes co-occurrence between the
copepods and their dinoflagellate parasites Blastodinium. The copepod/Blastodinium relationship is a
well-known case of marine waters parasitism, however little is known about host-specificity between the
+2500 and +£13 morphologically described species of planktonic copepods and Blastodinium, respectively,
and especially in open oceans as most previous studies have been conducted in coastal waters. We used
basic numerical ecology tools to confirm first the possibility to recover this parasitic interaction from
metabarcodes abundance data. Our analysis reveals several pairs of partners that correspond overall to
the known large-scale taxonomic spectrum involved in the copepod/Blastodinium association. We finally
tested the authenticity of interactions in biological samples preserved from the Tara-Oceans cruise.
Overall our analysis suggests that rDNA metabarcoding data can be used to explore biotic interactions
amongst the wealth of microorganisms in the world plankton.
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Résumé

Les efflorescences de cyanobactéries constituent un risque sanitaire pour ’'homme et les animaux de part
leur capacité a produire de nombreuses toxines. Par ailleurs, ces phases de prolifération perturbent le
fonctionnement des écosystémes aquatiques ou elles surviennent car elles s’accompagnent d’une
diminution de la diversité phytoplanctonique et générent une biomasse organique importante. Bien que
les principales conditions environnementales nécessaires au développement de ces efflorescences soient
connues (nutriments — principalement N et P -, température, lumiére...), les processus qui les déclenchent
ne sont pas encore totalement établis. En particulier, trées peu de données sont disponibles sur les
échanges de nutriments entre les cyanobactéries et le consortium bactérien (=phycosphére) qui les
accompagnent alors que ces processus sont probablement d’'une importance capitale dans la dynamique
des efflorescences. C'est ainsi que dans certains écosystemes, des successions de cyanobactéries
fixatrices et non fixatrices d’azote sont observées sans que les processus de régulation du cycle de I'azote
au cours de ces successions n’aient fait I'objet d’études. C'est dans ce contexte général que nous avons
réalisé, par une approche de métatranscriptomique, une analyse de l'expression des geénes afin
d’observer (i) s’il y a un découplage des activités photosynthétiques et de fixation de I'azote et (ii) s’il y a
une synchronisation des activités enzymatiques du cycle de I'azote des bactéries environnantes et de la
cyanobactérie au cours de ces efflorescences.Au cours de I'été 2012, une succession d’Anabaena (fixatrice
d’azote) et de Microcystis (non fixatrice d’azote) a été échantillonnée (base nautique de Seine-et-Marne)
le jour et la nuit. Le premier challenge de ce type d’approche de métatranscriptomique est d’obtenir des
ARNm en quantité suffisante et de qualité. Pour cela, plusieurs étapes d’extraction et de purification ont
été nécessaires (élimination ADN, élimination ARN eucaryotes, élimination ARNr procaryotes). Ensuite, les
ARNmM procaryotes ont été séquencés par Illumina HiSeq2000. Au total, 330 millions de séquences ont été
obtenues, soit environ 40 millions de séquences par échantillon. Le 2éme challenge de ce type d’approche
est I'analyse bioinformatique dd (i) a la taille du jeu de données et (ii) aux choix des outils d’analyse car
trés peu réalisée a I'heure actuelle. Nous avons choisi I'interface Galaxy (http://galaxyproject.org) pour
établir un workflow d’analyse utilisable sur chaque échantillon. Ce workflow comprend différents outils
permettant, entre autres, le nettoyage par contrble qualité des séquences, I'élimination des ARNr
subsistants, le mapping des transcrits contre base de données.Ce sont ces différents challenges qui seront
présentés.
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Résumé

Le sol, aprés avoir longtemps été considéré comme un support de construction et de production, est
maintenant légitimé comme un des derniers remparts pour la biodiversité terrestre. Parmi les organismes
indigenes du sol, les microorganismes et notamment les bactéries sont les plus abondants et diversifiés
avec plusieurs milliards d’individus représentant plusieurs millions d’espéeces différentes par gramme de
sol. De plus, ces microorganismes ont un role dans les cycles biogéochimiques des éléments majeurs (C,
N, P...) et donc dans les services écosystémiques que peut rendre le sol (recyclage éléments minéraux,
qualité de I'atmosphere et de I'eau, production primaire...). Par conséquent, afin d’améliorer la qualité de
notre environnement mais aussi la durabilité des modes d’usage des sols il est nécessaire de répondre a
deux grandes questions relevant de la microbiologie environnementale: quelle est la distribution spatiale
et la régulation de la diversité des communautés microbiennes du sol a petite et grande échelle ?quelle
est la traduction des variations de la diversité microbienne des sols en fonctionnement biologique du sol
et plus largement en services écosystémiques? Dans cet exposé, nous présenterons les avancées
scientifiques sur la distribution de la diversité microbienne obtenues par I'application des outils de
séquencage haut débit a différentes échelles (nationale, régionale et paysage) d’une part, et le lien entre
les différences de diversité observées a ces échelles et les mesures de fonctionnement biologique du sol
d’autre part. La premiére approche nous permet de définir les régles d’assemblage des communautés
microbiennes par une meilleure connaissance des filtres environnementaux structurant la distribution des
populations la composant. La deuxieme approche nous permet de conclure sur l'importance de la
diversité microbienne dans les services écosystémiques que peut rendre le sol.
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Résumé

Daphnia, or the water flea, is a sentinel species of freshwater ecosystems. Their populations are defined
by the boundaries of ponds and lakes, are sensitive to modern toxicants in the environment, and thus are
used to assess the ecological impact of environmental change. Their short generation time, large brood
sizes, and ease of laboratory and field manipulation have assured Daphnia’s importance for setting
regulatory standards by environmental protection agencies, testing chemical safety, monitoring water
quality, and as a model for environmental genomics research. In this study, we take advantage of the
animal’s clonality and mature genomics tools to dissect the sources of gene expression variation in the
stress response of genetic isolates to six environmentally relevant pollutants, and their binary mixtures.
One isolate originates from a natural population that has faced severe chemical challenges for over a
century of industrial iron/ore smelting and thus demonstrates evolved tolerance to toxic levels of certain
metals. Another isolate originates from a population that has no history of chemical stress and is clearly
harmed by metal exposure. By interrogating differential expression of 31,000 annotated genes from 50
comparisons across conditions and between isolates, the current study provides new insights into the
functional interactions among genes and environment.

The research was conducted during hands-on training in “Environmental Genomics” — an annual summer
course offered at the Mount Desert Island Biological Laboratory.
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Résumé

The interplay between ecological and genomic adaptation is at the heart of evolutionary processes. If we
consider that species evolve as groups of genomes adapting to particular ecological niches, shifts to a new
ecological niche should be connected with the adaptation and differentiation of a genome population to
this particular niche. To study how ecological adaptation affects genomes simultaneously at both
ecological and whole genome levels, we focussed on large DNA viruses because their ecological niches are
mostly defined by their hosts. Among viruses, baculoviruses are uniquely transmitted between insect
hosts as groups of genomes, which sets them further apart for studying the effect of niches on
populations. We investigated this question of ecological genomic adaptation by an experimental
evolution approach on a baculovirus. As their infectious particles contain >100 virions each enclosing a
genome of 134 kb, baculoviruses foster the maintenance of high genetic diversity, as we discovered from
ultra-deep illumina sequencing of the AcMNPV wild-type isolate. We found different level of
polymorphism: few SNPs at high frequency located in essential genes involved in replication, transcription
and transmission, and low frequency SNPs in every position, suggesting any potentially beneficial
mutation is already present within the population. We used this diverse virus population to perform
experimental evolution in two lepidopteran host species; Trichoplusia ni and Spodoptera exigua. We
performed 10 infection cycles in 10 replicate lines. We analysed the evolution of virulence phenotypes in
parallel to resequencing the evolved progeny lines.
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Résumé

L'un des exemples illustrant I'incroyable adaptation d’organismes a leur environnement est celui des
bactéries magnétotactiques (MTB). En effet, les MTB constituent un groupe d’organismes aquatiques
caractérisé par une grande diversité phylogénétique, physiologique et morphologique ayant en commun
la capacité de se déplacer le long des lignes du champ magnétique terrestre. Ceci est rendu possible par la
présence, dans leur cytoplasme, d’organites chargés de nanocristaux de fer magnétiques biominéralisés,
les magnétosomes. Selon les souches de bactéries, ou parfois I'environnement dans lequel elles évoluent,
ces nanoparticules sont composées de magnétite (Fe304) ou de greigite (Fe35S4). L’organisation linéaire
des magnétosomes induit un moment magnétique dipolaire permanent a la cellule, agissant alors comme
une aiguille de boussole; cette structure cellulaire lui permet de s’aligner passivement le long des lignes
du champ géomagnétique et de migrer grace a son appareil flagellaire. Le role de cet organite reste a
I’'heure actuelle hypothétique, toutefois la communauté scientifique s’accorde pour dire qui favoriserait la
navigation et la stabilisation des MTB au niveau de leur concentration optimale en oxygéne. Les récents
progres effectués dans les méthodes d’olement de I'environnement naturel et de culture des MTB, ainsi
que des techniques de séquencage de génomes entiers ont généré de nombreuses données ouvrant de
nouvelles perspectives sur la biodiversité et I'évolution des MTB. Dans cette présentation j'exposerai ces
récents progres et les futures directions qui conduiront trés probablement a I'exploitation des MTB pour
des études fondamentales mais également appliquées.
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Résumé

Traditional genomic models are poor ecological model: they include few distantly related species selected
for ease of growing and manipulation in the lab, irrespective of their evolutionary history and the
characteristics of their natural habitat. Therefore, the tremendous advances made in functional genomics
using model organisms has not been followed by similar progress in the genomics of adaptation, and a
new generation of ecological genomic model is much warranted. Ground water and surface water are
strongly contrasted environments: groundwater receive no sun light providing food depreciated habitats,
and are substantially more stable over time than surface water. The environmental transition from
surface to groundwater habitats has been repeatedly and independently made by subterranean
organisms that all evolved the same set of phenotypes: depigmentation, blindness, resistance to
starvation, increased longevity ... Within a particular group, the Asellidae, we isolated 11 such transitions
and sequenced the transcriptomes of the corresponding 22 surface and subterranean species. This new
ecological genomic model with its unprecedented statistical framework is a generalist model aiming at
the study of adaptation. We present here one application of this new model to the first assessment of the
extent of molecular regressive evolution during an important environmental transition.
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Résumé
The chloroplast genome (plastome) arose more than one billion years ago through the endosymbiosis of a
cyanobacterium by a eukaryotic cell, enabling the emergence of new photosynthetic lineages within
eukaryotes. This major event played a fundamental role in the evolution and diversification of the living
word and the biosphere dynamics. Due to the slow evolutionary rate of the plastome, to its maternal
inheritance as well as to the rarity of plastid fusion, chloroplast sequence data are extremely useful for
phylogenetic, phylogeographic, molecular dating or DNA barcoding studies. With the recent advent of
Next Generation Sequencing technologies (NGS), the number of sequenced plastomes has rapidly
expanded in the last decade: from 34 in 2003 to 327 Viridiplantae plastomes in 2013. This recent
availability of numerous plastomes allowed large comparative analyses to be performed, significantly
increasing our understanding on the evolution of the plastome architecture, gene content and rate of
nucleotide substitution. This also improved our knowledge of the evolutionary dynamics between the
different cellular genomes (chloroplast, mitochondrion and nucleus), notably on the functional transfer of
chloroplast genes to the nucleus that is still ongoing in angiosperms.Despite the plastome structure and
evolution are well conserved among most photosynthetic angiosperms, a certain number of plant families
presents fast evolving and highly rearranged plastomes. This is the case for the Legume family (Fabaceae),
for which extensive rearrangements, gene losses and localized hypermutation have been encountered. In
this family, plastome sequences were only available for the most derived papilionoid lineages. Therefore,
to better understand the origin and molecular mechanisms involved in this atypical evolution, the
plastome from a representative of an earlier legume lineage (Lupinus luteus; Genistoid) was
reconstructed using Roche-454 and Illumina NGS data (73x and 884x coverage respectively). Comparative
genomics with other legume and outgroup plastomes allowed us to discover a novel lineage-specific 36 kb
inversion and to demonstrate the role of repetitive sequences in the mechanisms generating such
noteworthy structural plastome rearrangements. Plastome and transcriptome sequence analyses
provided new insights into the evolutionary cross-interactions between the plastid and the nuclear
genomes, as exemplified by the identification of two chloroplast genes functionally transferred to the
nucleus and subsequently lost from the plastome. Investigations on the evolutionary rate of coding and
noncoding sequences among the legume plastomes also permitted the identification of hotspot mutation
regions that will be highly valuable for phylogenetic reconstruction at various taxonomic levels.

Mots-clés
Endosymbiosis, plastid genomics, plastome evolution, functional gene transfer, angiosperms,
rearrangements, repetitive sequences
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Résumé

Advances in sequencing technologies made it possible to explore clades that are phylogenetically distinct
from classical model species and to obtain a broader view of genome evolution. We focused on the
Lachancea yeast clade that is related to Saccharomyces species, but which diverged before their ancestral
whole genome duplication. Up to now, 11 Lachancea species have been isolated worldwide in association
with plants (leaves, roots, tree exudates), soil, or fermentation products. Among them, only three have
been previously sequenced and annotated, including L. kluyveri that harbours an unusual nucleotide
composition with a complete chromosome arm (the left arm of chromosome C called C-left) in which the
G+C content is 12% higher than the rest of the genome. We have sequenced and annotated 7 genomes
over the 8 remaining ones (the species L. lanzarotensis has being described afterwards) to carry out a
comparative genome analysis between these 10 Lachancea species. Here we present the evolution of the
genome structure in this clade.We first investigated the extent and consequences of chromosome
rearrangements which have shaped the genomes. For instance, a chromosome fusion occurred in L.
fantastica. The analysis of synteny and the reconstruction of structural evolutionary events showed that
relatively few rearrangements occurred during the evolution of this clade, which was unexpected from
their level of protein sequence divergence. Gene order reorganizations, coherent with species phylogeny,
involved particular sequences such as the rDNA and the silent cassettes associated with MAT (mating-
type) locus. Homologous regions of L. kluyveri C-left arm are the most syntenic in each species. The
presence of MAT locus in this region is probably due to this phenomenon, but the mechanisms remain to
be defined.Transposable elements are known to be involved in chromosome rearrangements. Thus, we
investigated their putative impact on the Lachancea genome architecture. We particularly analyzed two
abundant families, Tskl and Rover. The L. kluyveri retrotransposon Tskl is suspected to have been
acquired by horizontal transfer and is absent from C-left. The Rover transposon is the sole class Il element
from the hAT superfamily identified so far in the Saccharomycotina subphylum.
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Résumé

Mammals have diversified into many dietary niches. Specialized myrmecophagous (ant- and termite-
eating) placental mammals represent a textbook example of evolutionary convergence driven by extreme
diet specialization. Armadillos, anteaters, aardvarks, pangolins, and aardwolves thus provide a model
system for understanding the role of gut microbiota in the convergent adaptation to myrmecophagy.
Here, we expand upon previous studies of mammalian gut microbiome evolution by using high-
throughput barcoded Illumina sequencing of the 16S rRNA gene to characterize the composition of gut
microbiota in 15 species representing all placental myrmecophagous lineages and their close relatives
from zoo- and field-collected samples. We show that source tracking methods identify samples likely
contaminated by external sources and processes. Comparing samples significantly assigned with a
mammalian gut source community, we confirm that both diet and phylogeny drive the evolution of
mammalian gut microbiota, with cases of convergent evolution in global composition, but also examples
of phylogenetic inertia. Our results reveal specialized placental myrmecophages as a spectacular case of
large-scale convergence in gut microbiome composition. Indeed, Neighbor-Net networks and beta
diversity plots based on UniFrac distances show significant clustering of myrmecophagous species
(anteaters, aardvarks, and aardwolves) even though they belong to phylogenetically distant lineages
representing different orders. The aardwolf, which diverged from carnivorous hyenas less than 10 million
years ago, already experienced a convergent shift in the composition of its gut microbiome with other
myrmecophages. These results set the scene for future metagenomic studies aiming at evaluating
potential convergence in functional gene content in the microbiomes of specialized mammalian
myrmecophages.

Mots-clés
Evolutionary convergence, gut microbiome, microbial diversity, 16S rRNA sequencing, mammals.
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Résumé

Males et femelles d’'une espece partagent I'essentiel de leur génome, cependant la valeur optimale pour
chaque sexe differe a un grand nombre de traits phénotypiques avec pour résultat des conflits génétiques
intra-locus entre sexes. Les chromosomes sexuels sont transmis différemment selon le sexe des individus,
une caractéristique qui peut favoriser I'accumulation d’alléles sexuellement antagonistes (cat-a-dire
d’alleles qui sont bénéfiques pour un des sexes mais déléteres pour |'autre sexe). Les pucerons sont un
groupe qui combine une transmission particuliere du chromosome sexuel (X) avec un cycle de vie
alternant reproduction sexuée et asexuée. Nous avons démontré par une approche de modélisation que
dans ces conditions les mutations sexuellement antagonistes favorables aux males s’accumulent
préférentiellement sur le chromosome X. En revanche, celles bénéfiques aux femelles s’accumulent
préférentiellement sur les autosomes. Des modeéles théoriques proposent que I'évolution d’une
expression génique différente selon le sexe des individus constitue un mécanisme permettant la
résolution des conflits sexuels, en limitant I'expression de génes porteurs d’alléles sexuellement
antagonistes au sexe qui en bénéficie. Sur la base de séquencgages de transcriptomes (RNAseq) chez des
males et des femelles de puceron du pois, nous avons montré que les genes présentant une expression
différente selon le sexe montrent une localisation génomique particuliere : les génes plus exprimés chez
les males se situent généralement sur le chromosome X, alors que ceux exprimés surtout chez les
femelles se localisent principalement sur les autosomes. Nos résultats supportent ainsi I’hypothése que
les conflits sexuels peuvent étre résolus au cours de I'évolution par une modification de I'expression
génique. Notre étude souligne la pertinence d’étudier des organismes qui présentent des transmissions
particulieres de leur chromosomes pour mieux comprendre les mécanismes qui conduisent a des
expressions géniques différentes selon le sexe ainsi que les forces évolutives qui fagonnent les génomes.

Références bibliographiques
Jaquiéry J, Rispe C, Roze D, Legeai F, Le Trionnaire G, Stoeckel S, Mieuzet L, Da Silva C, Poulain J, Prunier-
Leterme N, Ségurens B, Tagu D & Simon JC. 2013 Masculinization of the X chromosome in the pea aphid.
PLoS Genetics, 9:e1003690.

Mots-clés
Conflits male-femelle, conflits intra-locus, expression génique différentielle, RNAseq, chromosomes

2¢me colloque de Génomique Environnementale Page 39



L’HISTOIRE DU SYSTEME D’AUTO-INCOMPATIBILITE CHEZ LES CRUCIFERES
ILLUSTRE LE LIEN ENTRE EVOLUTION DES GENOMES ET DES SYSTEMES DE
REPRODUCTION CHEZ LES PLANTES

Type de résumé
Oral presentation

Session
Session 4

Soumis par
Xavier Vekemans

Auteurs et Orateurs
Xavier Vekemans

Liste compléte des auteurs - Affiliations
Xavier Vekemans - Laboratoire GEPV - UMR 8198 CNRS-Université Lille 1 - xavier.vekemans@univ-lillel.fr

Résumé

Une avancée considérable dans la compréhension de la dynamique de transition des traits d’histoire de
vie, et de leurs conséquences évolutives, a été apportée récemment par le développement d proches
phylogénétiques combinant la reconstruction de I'évolution des traits et la quantification de leur impact
sur les taux de diversification spécifique. Chez les plantes, il a notamment été montré que les transitions
de systeme de reproduction de I'allogamie vers I'autogamie, et les transitions de niveau de ploidie
associées a des duplications de génome entier causent des réductions importantes des taux nets de
diversification. Je proposerai que I'étude de la variation moléculaire aux génes contrdlant les traits
d’histoire de vie (avec comme modele le locus d to-incompatibilité chez les Cruciferes ou Brassicaceae)
constitue une source complémentaire d’information pour retracer la dynamique et comprendre les
conséquences évolutives des transitions de systeme de reproduction chez les plantes. Tout d’abord, je
présenterai des données sur le polymorphisme au locus d to-incompatibilité (locus S) et sur les patrons
d’évolution moléculaire dans la région génomique du locus S chez Arabidopsis halleri et A. lyrata. En
termes d’évolution moléculaire, le locus S montre des propriétés similaires aux chromosomes sexuels.
Ensuite, jaborderai la question de I'impact des évenements de duplication de génome entier sur la
dynamique évolutive des systémes dto-incompatibilité. Nos résultats basés sur I'étude du
polymorphisme au locus S dans plusieurs lignées indépendantes suggérent un scenario évolutif consistant
en une perte temporaire de I'auto-incompatibilité, suivie par un rétablissement du systéme a une position
génomique différente associé a une re-diversification allélique rapide sous I'effet d’une forte sélection
équilibrante.
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Résumé

Wolbachia endosymbionts are widespread in arthropods and are considered reproductive parasites,
inducing a variety of phenotypes including cytoplasmic incompatibility, parthenogenesis, feminization and
male killing, which serve to promote their spread through populations. In contrast, Wolbachia infecting
filarial nematodes that cause human diseases, including elephantiasis and river blindness, are obligate
mutualists. These Wolbachia are subjects of drug discovery initiatives, but purification methods for
efficient sequencing of these unculturable bacteria have proven difficult using a variety of techniques
including chemical gradients, PFG purification, library construction followed by gene walking, etc. To
examine the biology of symbiosis in worldwide natural populations, we have developed a novel targeted-
genome enrichment procedure that allows specific isolation of endosymbiotic DNA from host
mitochondrial and nuclear DNA. We assayed the robustness of this procedure using phylogenetically
distant Wolbachia strains demonstrating that the method can be used to enrich target DNA from
unculturable microbes over large evolutionary distances.By combining this new procedure with Next
Generation Sequencing technologies (lllumina HiSeq and MiSeq), we successfully sequenced 6 new strains
of Wolbachia that induce either host feminization or cytoplasmic incompatibility. Using these newly
sequenced genomes as well as the 16 already published genomes, comparative genomics were
performed to establish a first pan-genome of the bacteria Wolbachia and phylogenomics.
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Résumé

Les processus d’introductions biologiques sont d’excellents modeéles pour étudier en temps réel des
processus éco-évolutifs, tel que la mise en place d’acclimatation ou d’adaptation a de nouveaux
environnements ou encore les mécanismes d’hybridation dans les cas de contacts secondaires entre
especes partiellement isolées reproductivement. L'étude de ces processus est particulierement
pertinente dans les habitats portuaires : ce sont des habitats mal connus bien qu’étant des points
d’introduction privilégiés et des relais d’expansion de nombreuses espéces non-indigenes marines. lls
présentent des communautés d’especes riches notamment dans la classe des ascidies ou les especes non-
indigénes sont une composante majeure.Dans ce contexte, le projet DNAcid déposé auprés de
Bibliothéque du vivant nous a permis d’acquérir des données visant a confirmer I'identification d’espéces
non-indigénes nouvellement observées et de caractériser la diversité intra- et interspécifiques de
plusieurs especes d’ascidies introduites. Ces études se sont appuyées sur des séquencages du gene
nucléaire 18S et du géne mitochondrial COL. Trois résultats majeurs ont été obtenus : (1) la confirmation
d’une large distribution de I'espéce introduite Asterocarpa humilis en Bretagne et dans le sud de
I’Angleterre, (2) I'existence d’'un complexe d’especes au sein du genre Botrylloides sp. impliquant des
especes indigenes et non indigenes sur les cOtes de la Manche, et (3) I'observation, en Manche, de
variations spatio-temporelles de la présence de deux espéces d’ascidies Ciona intestinalis type A
(supposée introduite) et type B (native). Une présentation plus détaillée sera donnée sur cette derniere
étude. Les deux especes de C.intestinalis, morphologiquement similaires mais fortement divergentes (4-8
millions d’années), sont capables de s’hybrider en laboratoire. En 2012, un suivi saisonnier (printemps,
automne) a été initié dans 11 populations bretonnes montrant la co-existence des deux espéces mais
également des variations saisonnieres potentielles. En outre, les deux especes montrent des niveaux de
diversité génétique mitochondriale différente a une échelle régionale qui pourrait s’accorder avec
I’'hypothese d’une introduction récente pour I'espece supposée introduite. La prochaine étape en cours
est une analyse de génomique des populations basées sur I'analyse de marqueurs nucléaires afin de
décrire plus précisément le potentiel d’hybridation entre ces deux espéeces dans la région d’étude.
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Résumé

Acquérir une meilleure compréhension des mécanismes d’adaptation et de diversification biologique est
un objectif majeur en biologie évolutive. Les cas de diversification dans des habitats multiples (radiations
adaptatives) fournissent des réplicats naturels pour étudier les mécanismes génomiques sous-tendant ces
processus. Nous nous intéressons a cette question chez le puceron du pois Acyrthosiphon pisum, un
insecte phytophage qui présente un complexe de biotypes sympatriques spécialisés sur différentes
especes de Fabacées (légumineuses). Afin d’identifier des régions génomiques candidates pour
I'adaptation a la plante-hGte chez cet organisme, une recherche de signatures de sélection par;genome
scan;a été menée pour trois biotypes a I'aide de 400 locus microsatellites répartis sur I'ensemble du
génome. Les marqueurs montrant des traces de sélection chez ces trois biotypes ont ensuite été analysés
chez huit autres biotypes du puceron du pois. Nos résultats suggérent que certaines régions candidates
pourraient avoir contribué a de multiples reprises a I'adaptation a la plante-hote lors de la diversification
du puceron du pois. Nous avons également montré que ces régions contiennent des genes impliqués dans
des fonctions de reconnaissance ou d’exploitation de la plante-héte. L'identification fine de régions
génomiques sous sélection et des mutations causales est aujourd’hui rendue possible par les outils de
séquencage haut-débit et dans ce contexte, un séquencage de populations de génomes de puceron du
pois, oupoolseq, a été réalisé pour trois biotypes. Plus de 800;000 SNPs ont été identifiés et utilisés pour
réaliser ungenome scan;haute densité dont les résultats seront discutés.
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Résumé

Le bar (Dicentrarchus labrax) est un modele d’étude pertinent pour comprendre |'adaptation locale et la
spéciation en présence de flux géniques importants typiques des espéces marines. Les populations
d’Atlantique (bar) et de Méditerranée (loup) montrent un isolement reproductif partiel matérialisé par
une zone de tension proche du détroit de Gibraltar tout en occupant chacune une mosaique d’habitats
écologiquement tres contrastés (lagunes, estuaires, mer). Afin d’identifier les régions du génome
influencées par la sélection locale et/ou les barriéres d’isolement entre populations, nous avons génotypé
plus de 150;000 SNPs par séquencage de fragments d’ADN associés a des sites de restriction (RAD-Seq).
L'analyse des patrons de différenciation génétique entre habitats révele I'existence de régions
chromosomiques étroites ou les fréquences alléliques refletent le gradient écologique laguno-marin. Ces
empreintes chromosomiques de la sélection locale contrastent fortement avec le paysage génomique de
la différenciation entre les populations atlantiques et méditerranéennes, dont les régions différenciées
s’étendent parfois sur plusieurs mégabases. Les variations du taux de recombinaison le long du génome
apportent un éclairage sur les causes possible de I'origine et du maintien de ces flots génomiques de
différenciation, dans un contexte de contact secondaire post-glaciaire.
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Résumé

Cotesia sesamiae est une espéece de guépe parasitoide qui s’attaque a plus de vingt especes africaines de
chenilles foreuses de tige. Le succes parasitaire de ces guépes est lié a un virus symbiotique : le bracovirus
(BV). Ce dernier dérive d’'un grand virus a ADN, stablement intégré dans le génome de la guépe. Les
guépes utilisent le BV pour introduire environ 140 genes dans son hote, induisant une
immunosuppression et permettant le développement de ses larves. Cela fait du BV une région génomique
particulierement intéressante. Différentes études ont montré que des genes du BV (ex: CrV1) étaient
directement liés au succés parasitaire sur certains hétes mais que ces génes ne possédaient pas la méme
histoire évolutive (Histone H4, EP2, CrV1). De plus, la diversité des populations qui existent en Afrique est
telle gu’elle permet d’observer un véritable «speciation continuum» allant de populations trés proches a
une sous espece récemment divergentes. Afin d’avoir une vision plus globale du réle de BV dans
I’adaptation, nous avons réalisé une approche de targeted sequence capture du BV qui permet d’enrichir;
cette région d’intérét, et ce sur 25 échantillons représentatifs de différentes populations Africaines. Nous
observons que cette méthode a été efficace puisqu’elle a permis d’obtenir une grande couverture
(>1000X) pour les toutes les populations y compris les plus divergentes et I'outgroup. Cela nous a permis
dans un premier temps, d’utiliser une méthode de phylogénomique pour établir les liens entre les
échantillons. Ensuite, nous avons utilisé différents outils de génétique des populations tels que la mesure
de la diversité génétique et de la différenciation (FST) entre les populations pour identifier les régions
génomiques présentant une forte différenciation et donc liées a I'adaptation locale. Cette approche nous
a permis de révéler la multiplicité des génes soumis a la sélection et ainsi de mieux comprendre
I’évolution du BV.
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Adaptation bracovirus FST
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Résumé

Les forces sociales a I'oeuvre dans |'évaluation de la science nous poussent a l'opérationnalisme. En
conséquence, nous utilisons pour nos comparaisons de séquences ADN des outils d'analyse parce qu'ils
sont disponibles et efficaces, mais pas toujours parce qu'ils sont adaptés aux questions posées. Par
exemple, méme en systématique, science des classifications, il arrive encore que nous créions des
concepts classificatoires a partir de procédures purement divisives ; ce qui est une aberration rationnelle.
Bref, nos procédures ne sont pas toujours épurées. Nous distinguerons donc le tri, de I'assignation et de la
classification. Nous verrons que les procédures divisives ou agglomératives ne sont pas également
légitimes dans les trois activités. Enfin, la raison classificatoire sera abordée (ce que I'on pourrait appeler
le "cahier des charges" de nos catégories), et la signification qui peut étre apportée a des procédures qui
maximisent la cohérence des partages de traits entre taxons (ou OTUs). Ces considérations s'illustrent
dans une taxonomie intégrative pertinente dont nous montrerons les enjeux au travers d’exemples issus
de travaux sur les mollusques. Que I'on analyse des génes ou bien des génomes, ces considérations ont
une portée générale, quels que soient les buts que l'on assigne a la génomique comparative
(environnementale ou non).
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Résumé

One of the major hurdles in predicting how biological diversity will respond to environmental factors is
the limit to compile large and standardized diversity data that are repeatable over time. Taking
advantages of the emergence of next generation sequencing technologies, we developed a new
approach, the "DNA metabarcoding", which consists in compiling high-resolution taxa inventories by using
short DNA fragments. Using such short markers indeed allows accessing all DNA from environmental
samples, included the degraded one. We applied this approach in a tropical rainforest (Nouragues
Biological Station, French Guiana), where 361 soil samples were collected (up to 10 cm-depth) in 1 ha-
plot, with a grid step of 5 m. Extracellular DNA was extracted on the field, and amplified later on, using a
large panel of universal primers pairs targeting each Eukarya, Plants, Fungi or Termites. Sequences
obtained with the Eukarya marker showed that Fungi and Metazoa dominated in tropical soils. This
technique further allowed us to draw hundreds of high-resolution maps of taxa distribution. Plants maps
corresponded to field observations, showing that DNA metabarcoding is a robust, suitable method to
investigate biodiversity in a high-throughput manner.

Using these molecular inventories, we further examined the patterns of diversity all soil fungal taxa, as
well as of particular fungal functional guilds (i.e. Glomeromycetes [mutualistic endophytes],
Agaricomycetes [ectomycorrhizal fungi/saprotrophs], and Sordariomycetes [pathogenic endophytes]),
and determined whether they correlated with those of plants, as we expect these two kingdoms to
intimately interact in a mutualistic or negative way. Our results revealed that tropical soil fungi are highly
diverse (~12,000 OTUs at 97% sequence similarity) and display non-uniform, but spatially autocorrelated
taxa richness and community composition at the plot scale. Finally, fungal richness and community
composition did not correlated with plant ones in general, and a significant relationship was observed
only when focusing on Agaromycetes. This analysis therefore provides interesting insights into how
tropical soil fungi are spatially distributed, and further suggests that many/abundant soil fungal groups
are not plant-associated and/or poorly host specific, questioning widespread ideas on fungi-plant
diversity relationship and interactions at the community scale.

Mots-clés
Keywords: DNA metabarcoding, next-generation sequencing, spatial distribution, diversity patterns, plant-
fungi associations
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Résumé

Progresses in DNA high-throughput sequencing technology are a revolution for biodiversity studies.
Today, fast and cost-effective production of bacterial metagenomes gives new insights in microbial
diversity [1] andfunctional ecology of communities [2]. We got a step closer to the understanding of
broad scale patterns of diversity, from genes to ecosystems, despite technical and methodological gaps
that still need to be resolved. Moreover, this knowledge proved to be essential in applications such as
bioprospecting [3], medical monitoring [4] or environmental remediation [5].Despite these successes,
there are relatively few attempts to apply similar approaches on macroscopic communities. In this
context, the Natural History museum has launched a new initiative to link genomics, biodiversity and
ecology theories through the development of new theoretical ecological frameworks [6]. Focusing on
tropical forests, one of the most complex ecosystems on Earth, its aim is to use standardized subsampling
and spatially defined plots to model taxonomic richness and turnover, employ the latest sequencing
technology for the site-based analysis of taxonomically intractable groups and calibrate new DNA-based
approaches against classical taxonomy to link biodiversity and genomic information to ecosystem function
and process data and ultimately to inform environmental policy. In this context, one of our pilot project
focuses on the analysis of arthropod communities. Our aim is to rapidly generate arthropod
metagenomes from raw environmental samples and develop new methodologies to estimate their
taxonomic and functional diversity.Our preliminary results show that mitochondrial and genomic
information can be rapidly extracted from a single arthropod “soup”, a direct extractionof DNA followed
by low-cost sequencing and genomic analyses. In such samples, meta-mitogenomics [7] can help to
identify most of the species present in the sample but such approach is focused on only 5% of the
metagenomics reads. Consequently, we started to investigate the remaining 95% DNA. We used
comparative genomics to analyse the DNA of a phylum where few complete genomes are sequenced and
we made progresses to identify conserved/variable arthropod genomic regions and potential new coding-
regions. We will also discuss how such routine low-coverage metagenomic can be used to compare
several communities not only in terms of species diversity but also to introduce functional diversity.
Indeed, DNA similarities/discrepancies between different communities are important to characterize and
compare ecosystems, making a link between evolutionary and ecological approaches and extending
biodiversity monitoring protocols.

Références bibliographiques
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2013[2] The importance of metagenomic surveys to microbial ecology: or why Darwin would have been a
metagenomic scientist. Gilbert JA, Obr R, King N, Vogel TM.Microb Inform Exp. 2011[3] Application of
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Zhang XZ, Huang H. Biotechnol Adv. 2012[4] Human nutrition, the gut microbiome and the immune
system. Kau AL, Ahern PP, Griffin NW, Goodman AL, Gordon JI.Nature. 2011[5] Assessing the resistance
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and bioremediation ability of selected bacterial and protozoan species to heavy metals in metal-rich
industrial wastewater. Kamika I, Momba MN.BMC Microbiol. 2013[6] http://www.nhm.ac.uk/research-
curation/research-initiatives/biodiversity/index.html[7] Targeted multiplex next-generation sequencing:
advances in techniques of mitochondrial and nuclear DNA sequencing for population genomics. Hancock-
Hanser BL, Frey A, Leslie MS, Dutton PH, Archer FI, Morin PA. 2013
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Résumé

Recent molecular systematics studies of many taxonomic groups have greatly developed our knowledge
of marine antarctic biodiversity and its evolution. Unveiling unexpected evolutionary patterns and cryptic
species, the results laid the groundwork for further large integrative studies for many taxonomic groups.
We will here present some of these results for teleost fish and ascidians, for mitochondrial barcode
marker COl and some complementary nuclear markers. However, to go further in these studies, we need
an array of easily obtainable, highly variable sequence markers using the revolution in sequencing
techniques represented by next generation sequencing (NGS). Complete mitochondrial genome
sequences have been increasingly used in systematics and evolutionary studies in the recent years. They
possess interesting features for the problem at hand, but obtention through classical PCR and sequencing
approaches remains heavy. Starting in 2000 (Pollock et al. 2000, Timmermans et al. 2010, Dettai et al.
2012), there have been proposals and tests for multiplexed, non-tagged sequencing based on the
dissimilarity of the mitogenome sequences of distant organisms for sorting and attribution of the
sequences. This, combined to the sequencing power of NGS, now makes mitogenome sequencing
technically and economically interesting even for large scale comparative studies. The whole mitogenome
needs to be completed with independent nuclear sequence markers for in depth evolutionary studies.
However, the complete mitochondrial genome represents a considerable improvement over single
mitochondrial markers. The additional data provides many more informative sites, as well as gene order.
The data generated is also compatible and can thus be combined with previous mitochondrial based
studies and projects, like the Barcode of Life for Antarctic species. Mitogenome data can also be used for
metagenomics studies on zooplankton or meiofaunal complex samples, and yield more variable
sequences than the commonly used 18S rDNA. However, the approach needs to be tested and developed
to establish the best preservation techniques and extraction and sequencing protocols for various
taxonomic groups, as well as developing the data assembly and analyses. We present here the approach
and some results for carefully selected taxa (fish and ascidians).

Références bibliographiques
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Résumé

Bibliothéque du vivant offered a significant contribution to several research projects, including two PhD
theses, focusing on seaweeds diversity at both the Muséum national d’histoire naturelle and the Station
biologique de Roscoff. Comprehensive sampling strategies were designed to survey the algal flora along
the French coast of the Atlantic and the Mediterranean Sea with the support of many marine protected
areas and marine stations. This approach leaded us to detect many cryptic species and to conduct further
study (using multilocus markers and comprehensive sampling) to assess whether they were native species
that remained overlooked (i.e. Pylaiella littoralis, see poster) or alien species (Maggs et al. 2013). This last
case was well illustrated by the detection of several haplotypes of Polysiphonia morrowi in both Atlantic
and Mediterranean coasts (Geoffroy et al. 2012). This latter species, which had probably remained
undetected, for years, because of its morphological resemblance with native species, has recently been
recorded in many temperate waters around the world and we are currently trying to infer its introduction
routes from haplotype data. Barcoding the algal flora contributed to better circumscribe the actual
distribution of species (e.g. Machin et al. subm., Pardo et al. subm.). Despite, the well-known endemism
of the Mediterranean diversity, Atlantic and Mediterranean flora have numerous recorded taxa in
common. Our barcoding analysis revealed that many of those taxa exhibited significant divergence (> 1%)
between Atlantic and Mediterranean populations, suggesting that they are actually closely related
species, resulting from allopatric speciation (Verges et al. subm.).Last but not least, barcoding approaches
were very efficient to study life history traits (e.g. Pefia et al. 2013). For instance, a growing number of
studies suggested that kelp microscopic forms can resist harsh conditions and participate to adult
recovery as terrestrial seed banks; however, direct evidence were lacking. The study of the bank of kelps
microscopic stages were conducted by culturing small rocky samples from the field and barcoding the
resulting kelp recruits (Robuchon et al. subm).
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Résumé
Restriction site-Associated DNA tag sequencing (RADseq) has become a popular approach to generate
thousands of SNPs for population genomics. However, the suitability of RADseq genotyping to address
evolutionary questions across divergent species has been the subject of only a few recent studies, two of
them being in silico. We tested the applicability of RADseq across inter-specific to inter-familial
evolutionary scales using three model taxa: cetaceans from two families, a genus of deep-sea corals, and
a genus of beetles. RADseq analysis (enzyme Not1) across two cetacean species belonging to different
families (short-beaked common dolphin: Delphinidae; harbor porpoise: Phocoenidae) revealed that many
orthologous loci could be obtained at this taxonomic level. Indeed, 66% of the total number of loci
genotyped in a single species were also present in all individuals of the inter-familial comparison.
Divergence time between these two families of cetaceans is recent (estimated at 14-19 myr). Our results
are in agreement with the findings of two recent in silico studies, predicting that a large proportion of loci
should be retained when RADseq analysis is conducted within taxonomic groups that diverged recently.
Our second biological model is a group of deep-sea corals, the species-rich genus Chrysogorgia (~60 spp).
The comparison of morphological and mitochondrial characters suggested that a single mutation in the
first 700 nucleotides of the mtMuts gene could separate species. In our RADseq analysis (enzyme Sbf1),
the number of orthologous loci decreases very quickly in this genus, with more than 95% of the loci lost
when individuals separated by one mutation at mtMuts are compared. Species from different clades,
separated by 11 and 15 mutations at mtMuts, have virtually no common loci (0.2% and 0%, respectively)
using the same analytical parameters. Thus, these RADseq data will guide species delimitation in
Chrysogorgia, but only among closely related species. Finally, we tested RADseq (Enzyme Pstl) to
reconstruct phylogenetic relationships between species of beetles (Carabus, Coleoptera) on which we
already inferred a dated but poorly resolved phylogeny, using Sanger data (7.5Kb nu, mt). We used two
nested datasets to evaluate the depth of RAD markers usefulness. The first data set (Chrysocarabus)
contained 7 species (12 specimens) + 1 outgroup. The crown age of this clade was dated back to 7.2 Ma.
The second data set (Carabus) added a grade of 5 species that diverged from the backbone of our
chronogram from 9.7 to 17Ma. All species were sequenced on 1.7 Mbp. The Carabus dataset contained
30 Mbp, with an average of 30% missing nucleotides (percentage increasing with the age of the
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divergence). The Chrysocarabus dataset contained 20 Mbp, with an average of 14% missing nucleotides.
Both topologies, inferred using ML approaches, were perfectly congruent with our Sanger topology,
though fully resolved (Bootstrap support > 95% for all nodes). The three examples presented here
demonstrate the potential of RADseq beyond the population level, but emphasize the need to carefully
consider divergence times and enzyme choice.
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Résumé

L'étude de I’'évolution de la vie a été fortement enrichie par I'approche paléogénomique, c’est-a-dire,
I’étude des génomes d’organismes et de populations ayant vécu dans le passé préservés dans des restes
biologiques. Ces restes d’organismes vivant il y a plus ou moins longtemps étant, pour la plupart, enfouis
dans le sol, ils deviennent des échantillons environnementaux. Ainsi, le pourcentage d’ADN endogéne est
minoritaire par rapport a 'ADN d’origine microbienne. Cette situation pose un défi particulier au
séquencage massivement paralléle et requiert, pour des raisons de rentabilité, soit un enrichissement des
séquences ou du génome que l'on veut analyser. Nous avons développé une approche permettant
I'analyse d’un nombre limité de cibles génétiques en combinant la PCR multiplexe et le séquencage lon
Torrent congu pour I'analyse d’échantillons archéologiques anciens. Cette approche a été expérimentée
sur plusieurs projets écologiques et archéologiques, entre autres sur des ossements de rongeurs
originaires de plusieurs couches stratigraphiques d’une grotte au Maroc et datées jusqu’a 70;000 ans dans
le cadre d’un projet d’analyse d’évolution de la biodiversité du Pléistocene moyen a I'Holocene. Elle ouvre
la porte a des analyses peu colteuses de beaucoup d’échantillons en peu de temps, comme cela est
nécessaire pour répondre aux nécessités de la communauté archéologique.
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Résumé

Les organismes marins benthiques, parce que leur habitat nous est peu accessible, font partie des
compartiments de biodiversité pour lesquels la part de I'inconnu reste grande. Les équipes du MNHN et
de I'IRD ont, depuis une quarantaine d’années, développé d’ambitieux programmes de collectes et de
systématique des organismes du benthos, notamment des milieux profonds, et principalement dans les
aires de forte biodiversité du Pacifique Sud-Ouest. Depuis le lancement du projet « Barcode of Life », les
équipes du MNHN ont été fortement impliquées dans le développement de bibliothéques de données
alliant approches taxonomiques classiques et systématique moléculaire, en s’appuyant sur la dynamique
des explorations naturalistes et la constitution de collections d’histoire naturelle. Cette présentation vise
a décrire la démarche scientifique qui a gouverné ces développements. Cette démarche se fonde sur la
tracabilité et la répétabilité des résultats, permises d’'une part par la constitution de collections de
références, et d’autre part sur un plan d’échantillonnage ancré dans les approches comparatives de la
biologie de I'Evolution. D’'un point de vue empirique, le succés du projet a reposé sur les partenariats
développés avec le Genoscope et notamment le dernier programme en date «Bibliothéque du Vivant» (13
projets et environ 300 plaques). Cette présentation sera I'occasion de tirer un bilan quantitatif (combien
d’especes documentées ?) et qualitatif (quelles lacunes comblées dans les bases de données ?) des
résultats acquis grace a ce partenariat. Enfin, au travers d’exemples choisis parmi ces 13 projets,
I'importance de ces données pour tester les hypothéses concernant I'origine évolutive des organismes
sera illustrée. En guise de perspective, I'avenir de ce programme a |'heure du développement des
nouvelles technologies sera discuté.
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Résumé

La premiére moitié des années 2000 a marqué l'apogée d’une partition entre deux approches
d’investigation de la diversité moléculaire dans le Vivant. D’une part, les projets de séquencage de
génomes complets se sont intensifiés autour d’'un nombre, certes toujours croissant, mais limité
d’organismes modeles qui ont focalisé les moyens (financiers, humains et techniques). Les avancées
conceptuelles en génomique structurale et fonctionnelle ou en épigénomique ont été accompagnées de
développements techniques dédiés, parmi lesquels I'avenement d’une nouvelle génération de
séquenceurs d’ADN centrés sur la maximisation du débit de séquencage pour des banques génomiques
totales. L’'expansion rapide des Nouvelles Technologies de Séquencage (NTS) qui a suivi a profondément
remodelé le paysage des sciences de I’évolution, en ouvrant de nombreuses perspectives gravitant
essentiellement autour du séquencage de génomes complets et de leurs associés : transcriptome, exome,
méthylome, etc.A I'opposé de cette approche longitudinale de la diversité, les travaux mis en oeuvre en
systématique et en écologie ont continué exploré des voies plus transversales, visant a ;quantifier, décrire
et organiser plus efficacement la biodiversité au niveau moléculaire. Cette deuxieme approche est
particulierement bien caractérisée par I'analyse de barcodes moléculaires (projet Barcode of Life) telle
gu’elle a été introduite par Hebert et al. en 2003 : recherche de marqueurs moléculaires homologues a la
fois partagés le plus transversalement aux taxons et diagnostiques des espéces. Elle s’est rapidement
heurtée a la faible adéquation des plateformes de NTS a ses besoins expérimentaux. Ainsi, si les NTS ont
été rapidement intégrées a des projets d’envergure de mesure de la biodiversité par des approches
métagénomiques (Taberlet et al. 2012), elles ont en revanche montré leurs limites quant au
développement de projets de constitution des bases de données de référence de type Bol (séquencage
ciblé de faibles fractions génomiques pour de nombreux organismes non-modéles) qui sous-tendent ces
projets d’inventaire.Au MNHN, la plateforme du Service de Systématique Moléculaire (SSM) joue depuis
sa création en 1993 un réle important dans la mise en oeuvre des projets d’étude moléculaire de la
biodiversité. Aujourd’hui, le SSM se positionne pour permettre une transition efficace des projets
associant de fagcon objective spécimens de référence et séquences génétiques en intégrant les NTS. Ces
derniéeres années ont vu fleurir de multiples approches visant a tirer le meilleur parti des NTS dans ce
cadre (McCormack et al. 2013). Pour faciliter cette évolution technique et en imposer les tenants
conceptuels, le SSM s’est doté d’une plateforme de séquencage de type PGM (lon-Torrent). Elle a déja
permis de mettre en place en interne des protocoles efficaces de Targeted Amplicon Sequencing (Bybee
et al. 2011), et de RADseq (Baird et al. 2008). Elle est également une opportunité de développements
empruntant deux voies paralleles. La premiére vise a I'adoption de nouvelles méthodes de recherche et
d’analyse de marqueurs homologues a I'échelle des génomes complets. La deuxiéme a pour objectif de
faciliter le multiplexage inter-individuel des banques d’ADN tout en maintenant la tracabilité des
spécimens associés.
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Résumé

The repetitive compartment, including tandem and interspersed repeats, may account for much in the
Eukaryote genomes, particularly in plants. These repeats play an important role in the structural and
functional dynamics of the genomes and are often involved, such as transposable elements for instance,
in various environmental or genomic stress responses. In this context, we investigate the evolutionary
dynamics of the repetitive compartment in the legume genus Lupinus to identify the repeats and
mechanisms that are involved in the noteworthy genome size variation (970 to 2400 Mb) which
accompanied adaptive and diversification processes in this plant system. For this purpose, particular
attention is focused on comparative genomic analyses of closely related lupine species, which have
remarkable genome size differences, and are adapted to contrasted ecological conditions in the
Mediterranean and North African regions.Preliminary analyses based on molecular cytogenetic and
transposon-display approaches revealed a high diversity of retrotransposons of ancient and recent origins
in lupine genomes, and provided evidence that amplification of Gypsy-like retrotransposons is clearly
responsible of the largest genome size observed among the lupines. Using high-throughput sequence data
generated by NGS technologies (454 Roche and Illumina HiSeq), a more accurate evaluation of the
different classes and families of repeats was performed on four lupines species with small and large
genomes. The massively-parallel sequences were analyzed via a specific pipeline, RepeatExplorer,
dedicated to repeats detection and annotation in non-model organisms, based on read similarities and
graph-based clustering methods. The results revealed: (1) that the repetitive compartment represents at
least 14 % of the smallest genome in the East African lupine L. princei, and reaches 60 % in the largest
genome of the western African L. atlanticus and 52 % in the Mediterranean L. luteus which has the largest
genome; (2) that different patterns of repeat dynamics have been involved in genome size variation, with
lineage-specific amplifications of retrotransposons (mainly Gypsy elements) in Mediterranean species
(37.4% of the large genome of L. luteus), and unexpectedly tandem repeats (essentially microsatellites) in
African species (50 % of SSRs in the largest African genome, L. atlanticus). These results indicate that,
rather than retrotransposons, SSRs played an important role in genomes during the recent (> 2 MY)
radiation / fragmentation of Old World lupines in North Equatorial Africa, which; suggest that different
mechanisms were involved in the genome evolutionary dynamics along with the diversification of lupines
in various Mediterranean and African ecogeographical conditions.
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Résumé

Despite wide differences in ecology and habitats across a world-wide distributional range, osprey
populations appear to be poorly differentiated from a morphological point of view. The most widely
accepted taxonomic arrangement recognises a single species, Pandion haliaetus, with four subspecies
classified on the basis of morphometric and plumage characteristics: P. h. haliaetus in Palearctic and
Africa, P. h. carolinensis in North America, P. h. ridgwayi in Carribeans, and P. h. cristatus in Indo-Pacific
and Oceania. Despite this, the taxonomic status is still controversial and the species’ evolutionary history
is not well understood. Here we present an extensive phylogeographic study based on mitochondrial DNA
sequence (cytochrome b) extracted from >200 samples (both fresh tissues and ancient museum
specimens) covering the totality of the world distribution for this species.The greatest genetic divergence
was found between the Americas (combining spp carolinensis and ridgwayi) and all other populations. In
the Old World, the phylogenetic analysis revealed three different branches for birds from Palearctic-
Africa, Oceania and some birds from Indonesia. These results suggest at least 3 or 4 possible Evolutionary
Significant Units (ESU). Contrary to current taxonomy, North American carolinensis ospreys did not differ
from ridgwayi birds from the Caribbean. In the Western Palearctic, no genetic structure was detected
between the most distant populations, from Finland to Mediterranean and the Atlantic islands. On the
other hand, the existence of previously unknown lineage and ESU from Indonesia remains to be
confirmed by further studies. Finally, we discuss hypothetical evolutionary scenarii explaining how
species’ distribution and differentiation took place during the past.This work has implications for
conservation strategies, not only by defining important areas for conservation, but also by helping
prevent exchanges or introductions of individuals originating from different lineages.

Mots-clés
Pandion haliaetus, Phylogeography, cytochrome b, conservation

2¢me colloque de Génomique Environnementale Page 63



VALORISATION DE LA LIGNOCELLULOSE : ANALYSE FONCTIONNELLE DE
CONSORTIA MICROBIENS ENRICHIS

Poster n°4

Auteur
Lucas Auer

Liste compléte des auteurs - Affiliations
Lucas Auer*, Adele Lazuka®*, Sandrine Paisse*, Michael Obnohue* et Guillermina Hernandez Raquet*;
*LISBP, UMR5504, UMR792, CNRS, INRA, INSA, 135 avenue de Rangueuil, 31077 Toulouse, FRANCE.

Résumé

La valorisation de déchets végétaux lignocellulosiques par la production d’énergie et de précurseurs
chimiques est un objectif scientifique et économique dans une perspective de développement durable. La
lignocellulose est une matrice dont la dégradation est difficile mais peut se faire par I'effet combinée de
traitements physico-chimiques et de I'action d’hydrolyse enzymatique bactérienne de quelques souches
sélectionnées. Cependant, cette approche, classique, atteint ses limites dans le cas d’un substrat
complexe comme la lignocellulose. L’alternative est le développement de cultures mixtes, sélectionnées
pour transformer la lignocellulose en produits de fermentation précurseurs de molécules énergétiques ou
d’intérét en pétrochimie. Dans la nature, la lignocellulose est dégradée par de nombreuses familles
d’enzymes, produites par différents organismes, et qui agissent en synergie. L'utilisation de cultures
mixtes a plusieurs avantages par rapport aux cultures pures. Elle permet d’augmenter la diversité
métabolique, ce qui est nécessaire pour la dégradation de la lignocellulose. Les cultures mixtes sont
capables de s’adapter a des variations de conditions et de substrats, peuvent étre utilisées en conditions
non stériles, et présentent une plus grande stabilité. Les écosystemes digestifs des ruminants (rumen de
vache) et d’insectes phytophages (intestin de termite) sont une source d’inoculum prometteuse pour
obtenir des cultures mixtes tres hydrolytiques. Plusieurs études s’y sont intéressées, mais se sont
principalement concentrées sur les parametres macro-cinétiques. Peu d’information sont disponibles sur
la diversité microbienne de ces écosystemes, encore moins sur les génes présents et leur expression.
Notre objectif est donc d’étudier la diversité fonctionnelle, ainsi que le métagénome et
métatranscriptome de communautés microbiennes, sélectionnées en réacteur et présentant des
capacités élevées de transformation de la lignocellulose.

Les paramétres macro-cinétiques de plusieurs réacteurs, contenant de la paille de blé et inoculés avec les
cultures mixtes produites précédemment, seront comparés. La diversité fonctionnelle et son évolution
sera analysée par pyroséquencage de I’ARNr 16S. Notre objectif est de corréler les données de diversité
avec la dégradation du substrat, les taux de transformation et I’évolution des activités enzymatiques. La
culture mixte qui présentera le meilleur potentiel hydrolytique sera I'objet de I'’étude métagénomique et
métatranscriptomique.
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Résumé

Les nouvelles générations de séquencage ont marqué un tournant pour la production de données,
permettant un accés rapide et a faible colt d’informations sur des génomes entiers. ;Ces nouvelles
techniques sont maintenant largement utilisées, par exemple en recherche médicale pour la détection de
polymorphismes associées a certaines pathologies ([1]), pour comparer des niveaux d’expression de
génes et étudier leurs interactions (lu dans [2]), mais aussi pour comprendre les mécanismes génétiques
qui sous-tendent les processus adaptatifs au sein des especes [3].Elles représentent aussi un défi
méthodologique qui réside en notre capacité a aligner rapidement et correctement de grandes quantités
de séquences aux génomes de référence disponibles pour un nombre croissant d’organismes [4]. Ce défi
est d’autant plus grand lorsque les espéces étudiées possédent des génomes a forte volatilité qui
comprennent de nombreuses zones répétées et/ou dupliquées et dont le contenu et la localisation
varient entre individus. Outre les difficultés d’alignement, ces régions posent également des problemes
de distinction entre les sites hétérozygotes (polymorphisme allélique a un locus) et le polymorphisme de
régions dupliquées (polymorphisme allélique entre deux locus paralogues issus de duplication) ;[5].Nous
nous intéressons a I’histoire évolutive du mais qui a débuté par sa domestication il y a environ 9000 ans
au Mexique. Cette premiére étape a été suivie par une expansion rapide de la forme cultivée sur le
continent américain puis par son introduction en Europe au cours du XVéme siécle. Afin d’étudier cette
histoire, notamment de préciser les contributions des mais américains aux mais européens, et de
comprendre les bases génétiques du succes évolutif de cette espece a fort potentiel adaptatif, nous avons
séquencé 44 lignées de premier cycle sur les continents américains et européens.Le génome du mais est
complexe, de nombreuses duplications sont présentes chez cet ancien allotétraploide et les éléments
transposables occupent 85% de la fraction génomique[6]. D’'importantes variations de taille de génome
entre individus sont observées. Le traitement de ces données a donc soulevé un certain nombre de
questionnements relatifs a la détection de polymorphismes. Nous présentons une chaine de traitement
informatique qui a été optimisée pour y répondre.
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Résumé

Sphagnum-dominated peatlands are characterized by a production of organic matter superior to its
decomposition rate. Owing to this partial decay, peatlands represent a major stock of carbon at the global
scale. Harsh conditions met in these ecosystems are responsible for the limitation of bacterial activity: low
mean annual temperature, acidic pH, high water contents and low nutrients availability. Among different
dynamic stages in this ecosystem, bog and fen are characterized by different physico-chemical features:
fens facing higher watertables, lower water fluctuations, more nutrients availability and subsequently
higher pH than bogs.As physico-chemical parameters are known to influence the composition of microbial
communities, we hypothesized that fen and bog would harbour different microbial communities. In a
Sphagnum-dominated peatland (Puy de Déme, France) two depths (5 to 10 and 10 to 15 cm under the
active green Sphagnum) were sampled in triplicate for both stages. DNA from these 12 samples was
extracted and sequenced by pyrosequencing. First results show that microbial community structure is
significantly influenced by the dynamic stage, but not by depth. Taxonomic richness at the phylum level is
higher in the fen than in the bog. Relative abundance of the two main phyla (Alphaproteobacteria and
Acidobacteria) did not vary between bog and fen. Relative abundances of Verrucomicrobia, Beta- and
Delta/Epsilonproteobacteria are higher in fen, while Actinobacteria are more abundant in bog.Secondly
we established a protocol allowing the extraction of viral DNA. Pyrosequencing of this DNA has produced
12 peatlands metaviromes, extracted for both fen and bog at 4 different dates. Viral consortia are mainly
composed of unknown viral particles. Viral genetic diversity pattern seems to be mainly influenced by
seasonal variations. In addition, sequence clustering followed by Sorensen Index calculation allowed the
distinction of fen and bog consortia in summer and fall. As a whole, viral genetic diversity shows a cyclic
seasonal pattern, calling for the hypothesis of isogenic interactions with the corresponding microbial
compartment.To the best of our knowledge, this is the first study to examine the seasonal variations of
viral genetic diversity in a Sphagnum-dominated peatland and to use metagenomics to show differences
of microbial and viral communities originating from fen and bog.
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Résumé

Les sols recelent une grande diversité de microorganismes et ceux-ci interviennent dans de trés nombreux
phénoménes biologiques d’importance. Ainsi, en tant que décomposeurs des litieres végétales, ces
microorganismes produisent de nombreuses enzymes actives présentes dans les sols. En collaboration
avec différents laboratoires de biologie impliqués dans le projet Eumetasoil, nous avons cherché a évaluer
la diversité taxonomique et fonctionnelle des communautés de microorganismes des trois domaines du
vivant colonisant des sols soumis a des contraintes physico-chimiques variées (climat tempéré vs. alpin vs.
méditerranéen).Afin d’effectuerr cette analyse, un séquengage paired-end par HiSeq 2000 des ARNm
polyadénylés ainsi que de la totalité des ARN extraits directement des sols a été effectué. A la suite de ce
séquencage, nous avons mis en place un pipeline intégré d’analyse des données. Le point d’entrée de ce
pipeline consiste en I'utilisant de SortMeRNA, un programme permettant de trier un trés grand nombre
de séquences d N (jusqu’a plusieurs milliards de lectures HiSeq) afin de séparer celles correspondant aux
ARNr de celles correspondants aux ARNm (Kopylova et al., 2012). Une fois cette séparation effectuée, les
ARNr sont utilisés pour étudier la diversité taxonomique et les ARNm pour effectuer des analyses
fonctionnelles.L’analyse taxonomique est effectuée en utilisant trois arbres phylogénétiques de référence
(un pour chacun des trois grands domaines du vivant : archées, bactéries et eucaryotes) ainsi que placer,
un programme de repositionnement phylogénétique (Matsen et al., 2010). Les avantages apportés par
cette méthode étant, d’'une part, I'utilisation du maximum de vraisemblance et, d’autre part, le fait
qgu’elle n"applique pas un recalcul complet de | bre. En effet, le repositionnement phylogénétique consiste
en le placement successif d’ taxon candidat sur chacune des 2n-3 branches d’ arbre de référence (n, étant
le nombre de taxons présents dans cet arbre) puis dans le calcul de la vraisemblance des 2n-3 topologies
ainsi obtenues, la topologie retenue étant celle présentant la vraisemblance maximale. L’analyse
fonctionnelle, quant a elle est simplement effectuée au moyen d’une recherche de similarité effectuée
par BLAST. Les banques de données utilisées pour effectuer la recherche étant Swiss-Prot et Enzyme-
Trembl.Ce pipeline a permis d’effectuer une annotation taxonomique sur 2 milliards de lectures et une
annotation fonctionnelle sur 2 autre milliards, ce qui représente une performance technique
remarquable. Les sorties de ce pipeline ont permis de montrer une activitée dazymes, produitent par des
champignons et des bactéries, permettant la décomposition d’éléments organiques et la dégradation de
nitrites.
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Résumé
En Europe de I'Ouest, les tiques Ixodes ricinus sont vectrices d'un grand nombre de taxons viraux,
bactériens et parasitaires, acquis et transmis lors des repas sanguins sur leurs hotes.
L'espece Ixodes ricinus a la particularité de se développer en trois stases, larve, nymphe et adulte, et de
prendre un repas sanguin a chaque stase sur un hote vertébré différent, avec une préférence pour des
cortéges d'hotes selon la stase. Les espéces hotes possédent une capacité variable de multiplier les taxons
transmis. La détection moléculaire chez les espéces hotes montre ainsi la prédominance d'infection par
telle ou telle espéce d'agent infectieux, dont certains peuvent se développer chez I'Homme et provoquer
des maladies graves. Par exemple, les Piroplasmidés (Apicomplexa) sont des parasites des globules
rouges, dont certaines espéces circulent préférentiellement sur les chevreuils (Capreolus capreolus), mais
n'ont pas toutes un potentiel zoonotique.
Dans une forét urbaine, fortement fréquentée par les promeneurs, les communautés d'espéces
hébergées par les tiques a I'affat (de leur prochain héte) refletent I'acquisition d'agents infectieux aupres
d'une succession d'espéeces hoétes, en tant qu'adulte (charge des larves), larve (charge des nymphes), et
nymphe (charge des adultes). S'il existe une structuration génétique entre stases dans les espéces
transmises, le risque pour la santé humaine lié a une morsure de tique de telle ou telle stase peut
également étre différent.
Dans cette étude, nous avons comparé avec une approche méta-génomique les communautés de e
Piroplasmidés présentes entre les larves et les nymphes d'une méme forét urbaine (les tiques adultes
analysées s'étant révélées négatives). Pour cela, nous avons utilisé un séquencage 454 de la région
hypervariable du gene d'ARN ribosomal 18S, amplifiée a I'aide d'amorces consensus. Un total de 570
tigues marquées avec des oligonucléotides de 12 nucléotides a été analysé par pools de 7-9 individus.
Notre objectif était d'évaluer la pertinence d'une telle approche dans un contexte de prévalence faible
(peu de tiques infectées), de diversité spécifique probablement faible, et d'une forte proximité génétique
entre des especes pathogénes et non-pathogenes pour I'Homme (substitutions ponctuelles de
nucléotides sur le marqueur ARNr18S)
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Résumé

The polyploid Spartina genus (Poaceae, Chloridoideae) represents an excellent system for analyzing
reticulate evolution and recurrent polyploid speciation. Most Spartina species colonize salt marshes and
estuaries of the New World and the Old World, where they play a pivotal ecological role at the interface
of land and sea. In an effort to better understand the evolutionary history of this genus, we reconstructed
the complete chloroplast genome of the Euro-African hexaploid S. maritima (135,592 bp) using Roche-454
GS FLX pyrosequencing data. Due to its haploid nature and maternal inheritance, this genome is
particularly useful for phylogenetic, phylogeographic and molecular dating studies in the contexts of
hybridization and polyploidy that are particularly recurrent in genus Spartina (from tetraploid: 2n=4x=40
to dodecaploid: 2n=12x=120-124 in the currently living species). Moreover, this genome is the first
representative of the Chloridoideae subfamily, a particularly poorly investigated lineage in grasses.
Comparative analyses of the S. maritima plastome with other Poaceae confirm the conserved structure
and gene content of grass plastid genomes previously reported in other subfamilies. The multiple
alignments of various Poaceae plastomes allowed the detection of 12 large indels (55 to 548 bp) most
often flanked by direct repeats and that occurred in the Chloridoideae lineage since its divergence with
other Poaceae subfamilies (»50 million years ago). The S. maritima plastome appears poor in repetitive
sequences and more than one third of these repeats is conserved among several Poaceae species, again
highlighting the low plastome evolution in this family. Investigations on the evolutionary rate of all coding
and non-coding sequences among the Poaceae plastomes allowed the identification of some fast-evolving
regions that will be extremely useful for phylogenetic reconstruction at various taxonomic levels. Finally,
phylogenetics and molecular dating based on 4 non-coding and 3 protein-coding plastid regions allowed
to estimate the divergence time between different Spartina species of various ploidy levels and between
the different Poaceae clades. Issues related to molecular dating using chloroplast sequences in polyploid
species are discussed.
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Résumé
Mariner Like Elements (MLE) are repetitive sequences belonging to class Il of transposable elements.
These mobile elements are interspersed throughout most of eukaryotic genomes. MLE are important
biological entities that modify genome structure. Moreover, Mariner can undergo horizontal transfer
between different species.
The olive fruit fly Bactrocera oleae (Rossi) (Diptera: Tephritidae) is considered as the major noxious olive
tree pest (Olea europaea ). This pest generates direct and indirect damages that significantly reduce both
yield and quality of olive oil.
In this study, twenty four sequences of complete mariner-like elements were obtained from the insect
and its host plant by using ITR degenerate primer specific to mauritiana subamily.
For elements identified from B.oleae, Blast searches revealed 68% of homology with transposase gene
isolated from Drosophila simulans and sequence analysis revealed nonfunctional transposase containing
multiple stop codons and frameshifts. However mariner elements detected in O.europaea shared 99% of
homology with Mos 1 transposable element of Drosophila simulans and are likely active.
This is the first description of insect MLE detected in plant suggesting a very recent horizontal transfer
probably between insect and olive tree.
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Résumé

Les aquiféres de socles fissurés fracturés représentent des environnements extrémes majoritairement
habités par des communautés microbiennes. Jusqu’alors la biodiversité au sein des eaux souterraines a
principalement été étudiée au sein d’aquiferes de surface, en particulier dans le cas de pollution diffuse
tels que les déversements d’hydrocarbures. Il a été établi que certains aquiféres peuvent constituer un
point chaud de biodiversité, parce qu’ils sont parfois de réelles oasis pour diverses espéces. Cependant,
I’évolution de la biodiversité dans le temps dans des écosystémes relativement isolés, et les mécanismes
de leur préservation sont peu connus.Nous avons étudié la biodiversité au sein d’aquiferes de socle
fissuré fracturé en Bretagne (France). Ces aquiféres sont composés de deux compartiments contrastés: (1)
Un compartiment de surface constitué de roches altérées, a forte teneur en argile. Ce compartiment
inclut la majeure partie du flux des eaux de surface. A l'intérieur de ce compartiment, la pression
anthropique liée a la pollution agricole diffuse est forte et le temps de résidence est faible: le temps de
résidence moyen se situe entre 15 et 20 ans. (2)Un compartiment profond constitué de roches saines
avec de trés faibles perméabilités. Dans ce compartiment, I'eau circule uniquement au travers de
fractures héritées de I’histoire géologique. Les temps de résidence vont de quelques décennies a plusieurs
centaines d’années. Cependant, dans la partie plus profonde, des fluides salins (> 1g/L) sont présents.
Plusieurs parameétres géochimiques indiquent que ces solutés ont une origine marine. lls pourraient ainsi
étre originaires de la derniére transgression marine il y a 2,5 Ma.La diversité microbienne a été étudiée a
deux profondeurs sur trois aquiféres. Les analyses des séquences d’ARNr 16S révelent I'existence de
biocenoses bactériennes trés diverses avec plus de 60 phyla bactériens et un grand nombre de taxons
encore inconnus. La structure des communautés microbiennes est fortement corrélée aux propriétés
hydrogéochimiques et hydrologiques des aquiféres. Nos résultats suggerent I'existence de zones de
refuge avec une biodiversité spécifique dans la partie la plus profondes des aquiferes.
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Résumé

The development of Next Generation Sequencing technologies and genotyping technics such as SNP
beadChips allows a powerful characterization of genome diversity and the detection of genes under
selection. Optimizing the time and money dedicated to a population genomic study involves that the
genotyping technic used fits the goal of the study. Thus, arises the key question of the optimal sample size
and genotyping strategy to choose. We will use Whole Genomes Sequences (WGS) produced at a 10X
coverage in the NEXTGEN project (EU-FP7). These are 30 goats (C. hircus) and 30 sheep (O. aries) from
Morocco and their wild ancestors, 15 bezoars (C. aegagrus); and 15 mouflon (O. orientalis) from Iran. We
test how the sample size (5-30 individuals) and the number of SNP studied (1000 - 5 Millions and WGS)
affect the estimation of population genomic parameters (Heterozygosity, nucleotide diversity, Fst, Linkage
disequilibrium,.) and the detection of signature of selection. We also compare the results of commercial
50K-SNP Chips (Ovine and Caprine Illumina® SNP50 beadChips) designed to describe the diversity of
industrial breeds, to that obtained with SNP randomly selected on WGS data, in order to detect an
eventual ascertainment bias when studying wild animals and traditional breeds.
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Résumé

Collodaria are worldwide-distributed marine protist belonging to radiolarians (Rhizaria). The vast majority
of collodarians species form large colonies composed of hundreds of cells while some species are found as
single cells. They are known to play an important role in the oceanic food webs trough their high
predation activity. They also live in symbiosis with a large number of dinoflagellate symbionts inside their
cytoplasm. This feature allows them to contribute to primary production and to be considered as major
organic carbon exporters in the ocean. Yet, only a few species are currently genetically characterized and
very little is known about their diversity and life cycle. To investigate their molecular diversity, the small
and large subunits of the ribosomal DNA gene were sequenced from collodarian isolated all over the
world. Molecular phylogeny including more than 80 new collodarians sequences, was compared to
morphological classifications and revealed highly diverse taxa. Our analysis group together solitary and
colonial species suggesting they would actually be two life stages of the same species. Besides pure
taxonomic perspectives, our work will participate to improve the understanding of marine environmental
genetic surveys and more specifically the implications of collodarians in global ecology of the
oceans.Présentation dans le cadre du projet Bibliothéque du Vivant
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Résumé
One of the current challenge in environmental genomics is to provide a valuable and accurate estimate
of the composition, the diversity and the relative abundance of microbial organisms in a sample. These
estimations are based on the frequency with which the organism’s DNA or RNA is observed in reads
generated via sequencing. This frequency is nevertheless affected by the extraction method, the primers
sets used in targeted metagenomics studies, the sequencing protocol utilized, and also by the
bioinformatics filtering methods applied to clean the data [1-2].
As next generation sequencing of ribosomal DNA and RNA is increasingly used to assess the diversity
and structure of microbial eukaryotic communities, the designed and realization of analyzes on
controlled samples seems a necessary step to validate interpretation of environmental diversity studies.
We therefore designed an experiment in order to test the ability of 454 pyrosequencing to detect in a
controlled sample the number of eukaryotic species present, and to assess their relative abundance in
terms of cell numbers and biomass.
Recent studies using NGS suggest that environmental communities of haptophytes are higly diversified
[3-4]. We thus focused on this key protist lineage and we created a ‘mock community’ consisting of
equal number of cells of 11 distinct haptophyte species. We compared the diversity obtained with 454
pyrosequencing targeting DNA and RNA, and using two different SSU rDNA primer pairs. We also tested
four different bioinformatic filtering methods to reduce errors in the resulting sequence datasets. Based
on our analyses, we finally propose a strategy to more accurately depict haptophyte diversity using NGS
[5]. Our conclusions are valuable for the interpretation of forthcoming environmental studies of the
large and largely unknown diversity of unicellular eukaryotes.
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Résumé

Dans les agro-écosystemes, l'apport d’intrants organiques ou minéraux a pour but d’augmenter la
productivité végétale Toutefois, la plupart de ces amendements sont mal gérés et peuvent également
avoir des conséquences sur le stockage du carbone dans le sol. Il devient donc nécessaire de développer
de nouvelles pratiques de fertilisation impliquant de nouveaux d’amendements afin de répondre aux
enjeux environnementaux et de durabilité de I'agriculture moderne.Dans ce contexte, le développement
de produits permettant d’optimiser le fonctionnement microbien du sol représente un potentiel
considérable. Les microorganismes indigenes des sols sont impliqués dans nombre de processus
biogéochimiques a la base du recyclage des éléments minéraux, et donc de la fertilité biologique du
sol.L'objectif de ce projet est de tester de tester I'efficacité de plusieurs produits utilisés comme
complément de fertilisation et stimulateur de la vie microbiologique des sols, composés de coquillers
marins et/ou d’algues sur les communautésmicrobiennes des sols.1: étude en conditions controlées
(microcosmes) permettant d’évaluer I'effet des produits (coquillers marins, Phéoflore et Solenature) sur la
diversité microbienne (Séquencage haut débit des génes 16S et 18S).2:essai au champ avec plusieurs
produits (Coquillers marins, Solenature etMinactiv) et évaluation de leur effet sur I'abondance (Biomasse
MoléculaireMicrobienne, PCR quantitative des génes ribosomiques 16S et 18S) et ladiversité microbienne
des sols.Les résultats montrent un effet marqué du Maerl et du Phéoflore dans I'étudeen microcosmes,
avec une stimulation de la richesse et de la diversité bactérienne, essentiellement des populations
copiotrophes. En revanche, cette stimulation bactérienne peut se faire au détriment des champignons,
dont la communauté devient alors dominée par les Basidiomycota, aptes a dégrader la matiere organique
récalcitrante. L'application du produit Solenature stimule des populations copiotrophes également, mais a
peu d’impact sur les indices de diversité des bactéries et des champignons.Sur I'essai au champ, les
résultats sont moins marqués, probablement en raison de la variabilité des parameétres
environnementaux. Une stimulation de I'abondance microbienne est toutefois visible avec les coquillers
marins et le Minactiv, tandis que ce sont les coquillers marins et le Solenature qui ont tendance a stimuler
la diversitébactérienne. L’analyse de la composition microbienne est en cours et permettra de préciser les
effets des produits sur les communautés microbiennes.Ces résultats démontrent donc une stimulation
microbienne par les compléments de fertilisation qui peut amener a une meilleure dégradation de la MO
du sol et se traduire par une meilleure fertilité biologique du sol.
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Résumé

En servant de relais au programme Bibliotheque du Vivant (BdV) au Muséum national d’Histoire naturelle,
le Service de Systématique Moléculaire (SSM, plateforme de 'UMS2700 Outils et Méthodes de la
Systématique Intégrative) a permis de coordonner la moitié des projets de séquencage (56) dediés a la
description et I'analyse de la diversité moléculaire du Vivant par les approches comparatives de la
systématique et des sciences de I'évolution. Plus de 900 plaques de séquencage ont ainsi été générées
pour le MNHN et dédiées a I'analyse de groupes taxinomigues nombreux et variés : actinoptérygiens,
algues marines, amphibiens, angiospermes, champignons, chélicérates, crinoides, crustacés, insectes,
mammiféres, mollusques, monogenes, oiseaux, protistes, squamates, urochordés, etc.En pratique, le role
du SSM s’est décliné en trois volets principaux: (i) acces aux moyens de la plateforme pour la réalisation
des étapes pré-séquencage des projets (mise a disposition de ses moyens techniques et participation de
son équipe aux phases expérimentales), (ii) gestion de la mise sur site BdV et ;suivi des étapes de
séquencage des plaques envoyées au Génoscope, et (iii) participation a la nécessaire tragabilité entre les
données moléculaires et les spécimens de collection, en liaison avec les actions menées par I’Action
Thématique du Muséum “Taxonomie intégrative”.Nous détaillons ici deux projets qui illustrent les
principaux aspects développés sur les données produites grace au programme BdV au MNHN : la
caractérisation par barcode moléculaire et la délimitation d’espéces d’'une part, et la phylogénétique
moléculaire (dans des approches de taxonomie intégrative) a différents niveaux de divergence.
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Résumé

Soil fungal communities are shaped by a mixture of abiotic and biotic drivers. In order to identify these
drivers, we analyzed fungal sequences amplified from 96 soil samples taken across different management
types in mountain grasslands of the Lautaret pass in the French Alps, the Austrian Stubai valley, and the
Yorkshire Dales area in the UK. We sampled a total of eight land management types with three site
replicates each and four replicate quadrats per site. The 50-380 bp DNA ITS1 region was amplified using
fungal primers fused to site-specific tags, and pooled PCR products were subjected to MiSeq paired-end
sequencing. Above 2 106 paired sequences could be matched to their station of origin, and unique
sequences were aligned pairwise and then clustered into ;molecular operational taxonomic units
(MOTUs) at 98% similarity, resulting in a contingence table of 4000 MOTUs summing 99% of all reads.
Each MOTU was classified taxonomically using the last common ancestor of the assignations of its 3 most
abundant sequences in the UNITE database. Based on a total of >4 104 reads for each of the 3 site
replicates, fungal diversity was not affected by management in either of the three sites, yet was higher at
Lautaret than in Stubai or Yorkshire. Except for the UK, the most represented MOTUs in a given
management type were mostly low in most others, resulting in contrasting communities. Abundant
MOTUs shared by several management types were more frequent within than between countries, and
ubiquitous MOTUs were rare. The ordination of fungal communities was not driven by a management
intensity gradient. A large set of above- and belowground plant traits, as well as soil biotic and abiotic
parameters, has been simultaneously measured in each grassland (1,2). A few of these environmental
variables showing no correlation with each other were selected by principal component analysis (PCA),
and are used to decipher variations in fungal communities. Specific root length and pH were most related
to PCA axes 1 and 2, respectively, and further account for most of the distance separating ;fungal
communities in non-metric multidimensional scaling (NMDS). Work is in progress to identify MOTU
clusters associated to environmental variables.

Références bibliographiques
(1) Grigulis K, Lavorel S, et al, 2013. Relative contributions of plant traits and soil microbial properties to
mountain grassland ecosystem services. J Ecol 101:47-57.(2) Legay N, Baxendale, C; et al. The relative
importance of above-ground and below-ground plant traits as drivers of microbial properties in grasslands
(submitted)

Mots-clés
Champignons,

2¢me colloque de Génomique Environnementale Page 77



PREDICTION IN SILICO DES MICROARN CIBLANT LES SEQUENCES DU VIRUS
BYDV DANS LE GENOME DE L'ORGE

Poster n°18

Auteur
Maryem Bouallegue

Liste compléte des auteurs - Affiliations
Maryem BOUALLEGUE1, Maha MEZGHANI-KHEMAKHEM1, Hanem MAKNI1, 2 et Mohamed MAKNI1.
(1) UR «Génomique des Insectes Ravageurs des Cultures d’Intérét Agronomique». Faculté des Sciences de
Tunis. Université Tunis EI-Manar. Tunisie
(2) ISAJC Bir El Bey. Université de Tunis. Tunisie.

Résumé

Prédiction in silico des microARN ciblant les séquences du virus BYDV dans le génome de I'dge Le virus
Barley Yellow Dwarf Virus (BYDV) responsable de la jaunisse nanisante de |'orge appartient a la famille des
Luteoviridae et contient 6 phases de lecture ouvertes ou ORFs. Le F1 intervient dans la réplication virale,
le F2 dans la transcription inverse de | N viral, le F3 dans la formation de la protéine capside, le F4 dans
I'infection systémique, le F5 dans le mouvement du virus a longue distance et le F6 a fonction non encore
déterminée. Ce virus infecte de nombreux hotes de la famille des Poacées occasionnant des dégats
économiques importants. Les microARN (miR) sont connus pour gouverner plusieurs processus
fondamentaux chez les eucaryotes, y compris les mécanismes de défense. Actuellement, de nombreux
miR empéchant I'établissement viral ont été identifiés chez la pomme de terre et la tomate. Ces miR
agissent soit en interférant directement avec la réplication du pathogéne soit en se liant aux transcrits
viraux.Afin de déterminer si ces mécanismes de défense sont présents chez I'orge, nous avons effectué
une analyse in silico de la complémentarité des séquences des isolats PAV, MAV, RPV du virus BYDV avec
les séquences miR/miR* de I'orge.Les résultats obtenus montrent que sur un total de 98 miR/miR*
sélectionnés, 26 miR et 3 miR* sont capables de se lier a IN viral des différents isolats et plus
particulierement aux ORFs. Pour l'isolat PAV les miR/miR* sont complémentaires aux ORF1, ORF2, ORF4
et ORF5 alors que pour les isolats MAV et RPV, les miR/miR*sont complémentaires aux ORF1, ORF2 et
ORF5.Cette étude a permis de mettre en évidence la présence de microARN dans le génome de 'orge se
liant particulierement aux ORFs ayant un rdle clé dans la multiplication du virus BYDV ce qui suggere leur
implication dans la défense antiviral de 'orge.
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Résumé

Today, there is a wide consensus on the essential role of microbial associations to eukaryote evolution. In
most cases, the relationship between host and symbiont is so close that the microorganisms cannot be
cultured, making them difficult to study. However, high-throughput sequencing has offered new
opportunities for symbiosis research. Due to their widespread association with the Wolbachia
endosymbionts, terrestrial isopods represent a model system to understand intimate symbioses.
Wolbachia are vertically transmitted facultative bacteria acting as reproductive parasites in isopods,
inducing the feminisation of genetic males in the pill bug Armadillidium vulgare. Among the three
feminising Wolbachia identified in this host, two strains (wVulC and wVulM) vary in their prevalence and
extended phenotypes. wVulC, the most prevalent strain exhibiting the strongest feminising effect, is also
the most virulent strain inducing various fitness costs.To decipher the conflicting associations between
Wolbachia and A. vulgare, we have constructed cDNA libraries from tissues and from whole animals
challenged by pathogenic bacteria. RNA from infected and uninfected animals was subjected to RNA-seq
sequencing followed by de novo data assembly and annotation. This process generated a library of 33,120
annotated transcripts. Identification of differentially genes (DE) genes as well as overrepresented gene
ontology (GO) terms was then carried out using the R packages DESeq and GOSeq. Interestingly the
highest number of DE genes was recorded in the animals infected by Wolbachia compare to challenged
animals. In most treatments, these DE genes could be assigned to GO categories that are
underrepresented when Wolbachia are on board. This study is part of the program ImmunSymbArt
granted by the French National Research Agency which aims to determine the symbiotic syndrome in four
model systems.
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Résumé

Les nouvelles technologies de séquencage offrent de nouvelles opportunités pour explorer le génome et
transcriptome des especes allopolyploides (issues d’hybridations interspécifiques suivies de duplication
de génome) particulierement abondantes au sein du regne végétal. Toutefois, I'assemblage de
transcriptomes et I'identification des copies de genes dupliqués par allopolyploidie (homéologues) a partir
des différentes technologies (Roche-454 et Illlumina) constitue de véritables défis. Ceci est
particulierement difficile lorsque les génomes parentaux (diploides) ne sont pas connus (une situation
assez commune) et dans le contexte d’événements récurrents de duplications génomiques.Nous avons
développé des stratégies et des outils bioinformatiques de construction d’haplotypes a partir de données
issues de NGS (adaptés aux technologies générant des fragments courts et/ou longs). Aprés I'assemblage
des différents transcriptomes, les polymorphismes entre lectures (ou reads) sont détectés en utilisant un
programme développé au sein du laboratoire (incluant la correction de faux positifs) et ;les haplotypes
construits en utilisant des parameétres adaptés comme le nombre de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) pour assembler les reads entre eux, leur couverture, et la profondeur de séquencage. Afin
de détecter les différentes copies au sein des especes hybrides ou de I'espece allopolyploide, les
différentes séquences consensus et haplotypes détectés ont été alignés pour identifier les régions
homéologues (par self-blast). En identifiant les différents SNPs au sein de ces alighements, il est possible
d’assigner l'origine parentale des haplotypes détectés au sein des espéces hybrides en utilisant les
polymorphismes communs.Nous avons appliqué ce pipeline sur chaque transcriptome contenant des
séquences Roche-454 et Illumina dans le genre Spartina (Poacées, Chloridoideae) connu pour la
récurrence de la polyploidie. Nous avons analysé 5 especes, incluant les parents hexaploides S. maritima
(2n=60) et S. alterniflora;(2n=62); leurs hybrides homoploides (S. x townsendii et S. x neyrautii) et
I'allododécalyploide (2n=120-124) formé récemment S. anglica, qui a envahit les marais salais sur
plusieurs continents. Nous avons pu détecter les différents SNPs et haplotypes au sein des 44 158 a 65
099 contigs assemblés et annotés fonctionnellement selon les espéces étudiées.Ces résultats nous
permettent a présent d’identifier les copies dupliquées a n‘importe quel niveau de ploidie au sein du
genre Spartina et d’étudier le sort des genes dupliqués dans ces génomes complexes. |l sera alors possible
a partir d’analyses phylogénétiques d’établir I'origine évolutive des différentes séquences. Nous pourrons
ainsi analyser I'évolution structurale et I'évolution (présence/ absence des copies) de I'expression des
genes dupliqués par polyploidie (mises sous silence, expression différentielle, néo-fonctionnalisation, sous
fonctionnalisation).
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Résumé

The I non-LTR retronsposon, which belongs to the | superfamily of non-LTR retrotransposon well known in
Drosophila melanogaster because it transposes in high frequency in the germ line cells and drives the I-R
system of hybrid dysgenesis in this species . Here we report the occurrence of this element in hybrids of
two sister species belonging to the repleta group of the genus Drosophila , Drosophila mojavensis and
Drosophila arizonae, which display variable degree of pre- and post-zygotic isolation, depending on the
geographic origin of the strains. We took the advantage of these features for exploring the transposable
element dynamics in interspecific crosses. We here examined the presence of the / element in the
sequenced genome of D. mojavensis and identified the occurrence of at least one complete copy, which
belongs to a different | family than that of D. melanogaster. We showed that this element is
transcriptionally active in ovaries and testis of both species and in their hybrids. Most interesting, we
showed that this element is more expressed in hybrid males than in females and in females the
expression is restricted to the ovary nurse cells.
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Résumé

Le complexe majeur d’stocompatibilité (CMH) inclut plusieurs familles de genes hautement polymorphes
codant pour des protéines qui jouent un role crucial dans I'immunité des vertébrés. Les génes du CMH de
classe | codent classiquement pour des molécules exprimées a la surface de la plupart des cellules
nucléées et sont associées a la défense contre les pathogenes intracellulaires comme, par exemple, les
parasites sanguins. Ces génes ont été jusqu’a présent uniquement étudiés chez un petit nombre
d’espéces aviaires vivant toutes en zones tempérées, alors qu’une large proportion des espéces aviaires
actuelles réside dans les zones tropicales. La tourterelle a queue carrée est une espéece de colombidé
endémique des Antilles ou elle est relativement abondante. Les premiéres données obtenues au cours d’
programme de recherche a long terme ont démontré laistence d’ degré de différenciation significatif tant
au plan génétique que morphologique (mais toutefois indépendants I'un de I'autre), et une forte variation
dans la prévalence de I'infection par le parasite sanguin Haemoproteus columbae. Nous présentons ici les
premiers résultats obtenus sur la caractérisation des genes du CMH de classe | chez Z. aurita a partir de
I'utilisation du pyroséquencage de haut débit 454 sur 450 individus provenant de cing fles différentes des
Petites Antilles : la Barbade (n = 282), la Martinique (n = 75), la Guadeloupe (n = 27), Sainte Lucie (n = 10),
Saint Barthelemy (n = 56). Nous nous sommes particulierement intéressés a une portion de 186 pb du
gene codant pour une partie de I'exon 3 de la molécule de classe |, une région hautement polymorphe
faisant partie du PBR (« Peptide Binding Region»), impliquée directement dans la liaison au peptide
antigénique. Nos résultats suggerent laistence d’au minimum 3 loci de CMH de classe | puisque au
maximum 5 séquences différentes ont pu étre identifiées pour chaque individu. Nous avons appelé
«alleles» ces séquences de 186 pb de I'exon 3 et nous avons ainsi identifié 63 alléles différents pour
I'ensemble des 5 iles. Nous présentons quelques résultats préliminaires sur la diversité nucléotidique et le
niveau d’hétérozygotie pour ce géne de CMH | au niveau de la région d’étude. ;
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Résumé

It is now well established that polyploidy with hybridization between related but divergent parental
species (allopolyploidy) is one of the main evolutionary processes of plant speciation, adaptation and
domestication. The key of success for a new species depends partly on its ability to establish and to
remain isolated from its progenitors while hybridization events are generally rare and the newly formed
hybrids generally show a poor fertility. There are different pathways to produce a polyploid species;
however their impacts on meiosis stability and fertility remain unknown, while numerous structural and
functional modifications were shown to occur during the first generations. Oilseed rape (Brassica napus,
AACC, 2n=38), a partially allogamous species resulting from natural hybridization between B. rapa (AA,
2n=20) and B. oleracea (CC, 2n=18), is a relevant model to address this question. Using different synthetic
forms produced from crosses between different genotypes of B. rapa and B. oleracea, we observed (i)
that most of the functional regulations took place from genome merger in the F1 hybrids, (ii) whereas
structural modifications occurred during the first meiosis with a large number of homoeologous
rearrangements being transmitted to the progeny. Frequency and size of rearranged regions depended on
the way of production of the allopolyploids, either from unreduced gametes of F1 hybrids or from its
somatic doubling. On another hand, if the allopoplyploid species was formed from a triploid bridge, we
demonstrated that the number of crossovers between homologous chromosomes in the allotriploid AAC
hybrid was higher than in the diploid AA hybrid and the allotetraploid AACC hybrid which displayed an
intermediate behaviour. The incidence of the different scenari resulting in the formation of a
neopolyploid will be discussed in regard to evolution but also to its use in breeding programmes as a
source of new genetic diversity in crops.
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Résumé

Les tiques transmettent une grande diversité d’agents pathogenes. Classiquement, ces agents pathogenes
sont détectés par des méthodes de biologie moléculaire (PCR) basées sur l'utilisation d’amorces
spécifiques ne détectant que ce qui est attendu. Des recherches montrent que les changements
environnementaux impactent sur la transmission d’agents pathogénes par les tiques et entrainent
I’émergence d’agents pathogenes inattendus.Dans ce contexte, I'objectif de notre étude est d’identifier
sans a priori les microorganismes pathogenes chez I'espéce de tique majoritaire en Europe, Ixodes ricinus,
puis d’évaluer leur prévalence au sein de nos échantillons.La premiere étape consiste a effectuer un
inventaire sans a priori des microorganismes présents dans un pool de 764 tiques (268 nymphes, 228
males et 268 femelles) capturées a I'affit entre mai et aolt 2012 sur 8 sites dans les Ardennes. Pour cela,
I’ARN et I’ADN de chaque échantillon sont extraits individuellement. Les ARN sont rassemblés en un pool,
fragmentés aléatoirement puis séquencés via la méthode Illumina. Cette méthode permet le séquencage
de 160 millions de séquences de 101 nt maximums. Les séquences sont triées, assemblées en contigs et
comparées a des séquences d’organismes référencées. Des microorganismes sont sélectionnés en
fonction de différents facteurs : pourcentage d’identité, nombres de reads, pathogénicité présumée pour
les mammiferes. Leurs prévalences au sein de nos échantillons de tiques sont évaluées en les recherchant
spécifiqguement par PCR ciblé a partir des extraits d’ADN.L’analyse globale de toutes les séquences d’ARN
a permis d’identifier entre-autres des séquences d’agents pathogénes bactériens attendus comme
Candidatus Neoehrlichia mikurensis, Rickettsia helvetica, Borrelia burgdorferi s.s. qui avaient été
identifiées récemment dans des tiques frangaises. Leurs prévalences sont évaluées respectivement a
15,46%, 1% et 1,5%. De nombreux autres agents pathogénes connus sont détectés au sein de nos
échantillons.Cette méthode a également permis de détecter des séquences proches de virus connus mais
inattendus ou nouveaux appartenant aux genres Nairovirus, Phlebovirus, Pestivirus et Coltivirus. Le
séquencage complet de leur génome et I'estimation de leur prévalence chez I. ricinus sont en cours. Une
étude d’évaluation de leur pathogénicité chez la souris sera également menée. En conclusion, la
technique de séquengage a haut débit et sans a priori a permis de détecter dans la zone étudiée, des
séquences correspondant a des agents pathogénes connus mais non suspectés et des nouveaux virus
proches de virus pathogenes connus. Leur implication dans des maladies humaines et animales dans la
région étudiée et leur importance sanitaire et vétérinaire reste a évaluer.
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Résumé

Les communautés pélagiques cotiéres présentent la particularité d’étre constituées d’une composante
pélagique stricte (holoplancton) et d’une composante bentho-pélagique (méroplancton), formée
principalement par les stades larvaires des invertébrés benthiques, et pouvant représenter jusqu’a 40%
de l'abondance totale du zooplancton. Bien que constituant une composante transitoire des
communautés pélagiques, les larves vont contribuer de fagon importante aux variations spatiales et
temporelles de la diversité pélagique, tant taxonomique que fonctionnelle (notamment dans le réseau
trophique). Malgré ce constat, la diversité du méroplancton reste méconnue et souvent négligée. Au
mieux, elle est le plus souvent abordée a un niveau taxonomique élevé (Edwards et Richardson 2004;
Highfield et al. 2010), ce qui s’explique principalement par la difficulté pour nombre de groupes
d’identifier les larves au niveau spécifique. Face a ces difficultés, les techniques basées sur des
reconnaissances moléculaires ont été proposées, certaines centrées sur quelques especes cibles (e.g. Le
Goff et al. 2007) d’autres s’adressant a des groupes taxonomiques plus larges (Puillandre et al. 2009;
Heimeier et al. 2010).Dans le but de quantifier cette diversité, nous avons étudié les variations
temporelles de la richesse taxonomique des larves de bivalves, particulierement difficiles a identifier par
leur morphologie, au cours de I'année 2012 en baie de Morlaix. Neuf cents larves de bivalves ont été
identifiées par barcode moléculaire basé sur une portion de 550 pb de ’ADN 18S, a 'aide d’une base de
données de séquences de référence pour des espéces locales («barcode régional»). 16 familles et 48
especes potentielles ont ainsi pu étre identifiées. Les estimations de la richesse en familles et en MOTU
(Molecular Operational Taxonomic Units) a I'aide de méthodes de raréfaction ont permis de montrer que
la diversité méroplanctonique contribue fortement a la diversité du mésozooplancton. Si en mars et
novembre les échantillons présentent une faible richesse familiale et des abondances relatives
homogenes, le peuplement de larves de bivalves est dominé par quelques familles abondantes de juin a
octobre. En particulier, la famille des Veneridae domine le peuplement, notamment au cours du pic
d’abondance larvaire (ao(t), ou elle est principalement représentée par Venerupis philippinarum, espece
introduite qui représente 30% des larves identifiées a cette date.Ce travail a été soutenu par le projet
Bibliothéque du Vivant (LARV).
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Résumé
Population response to stress may have a genetic component which, if additive, is the basis for adaptive

evolution to local conditions. Like for quantitative polygenic traits, variation in gene expression may
have a heritable genetic component. Although current empirical data strongly support stabilizing
selection as primary force acting on the evolution of gene expression, this hypothesis may sometimes be
difficult to disentangle from neutrality. Furthermore, gene expression patterns may reflect other forms
of selection, including divergent selection. Despite the current lack of microevolutionary models
specifically devoted to gene expression, population and quantitative genetic approaches addressing
transcriptome-wide variation appear relevant to investigate the role played by early molecular
responses to environmental stress in the process of population adaptive divergence.

We applied de novo RNAseq to investigate the evolutionary potential of transcriptomic expression in the
great pond snail Lymnaea stagnalis. F1 lines from four populations sampled in two contrasted
environment types (agricultural zones vs natural “reference” sites) were exposed under common garden
to benign laboratory conditions and to a pro-oxidant herbicide, diquat. The influence of diquat,
population and of historical chronic exposure to pesticides was tested using DESeq, on 45249 contigs
(short read assembly, cDNA from the digestive gland). Population effect was about one order of
magnitude greater than that of diquat, as measured in terms of number of significantly affected contigs
(6157 vs 631). Moreover, population x diquat interaction was significant on the expression of 542
contigs, suggesting a strong genetic component in snails molecular response to oxidative stress. Past
exposure to pesticides had no influence at the transcriptome level. Finally, between-population
variation in gene expression was highly correlated to population genetic distance (FST, microsatellites),
which suggests a main influence of random genetic drift at the transcriptome level. When exploring
candidate molecular pathways involved in oxidative stress management and stress response, the
pattern of population divergence was still very similar to that reflected by neutral genetic distances. We
are currently conducting a more thorough study of annotated contigs, using functional enrichment tests
and gene network analyses, in order to identify genes or gene modules that putatively play a key-role in
population adaptive divergence with respect to oxidative stress.

Environmental genomic and evolutionary issues addressed in the presented work will be discussed in
terms of relevance to future procedures of ecological risk assessment of chemicals, and of potential
input of ecotoxicogenomics in this respect.
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Résumé

In deep-sea environments, cold seeps and hydrothermal vents form localized ecosystems enriched in
reduced compounds such as methane or other hydrocarbons. These conditions allow the development of
highly diverse archaeal and bacterial communities in sediments. However, these microorganisms, such as
ANME or MBG-D Archaea or JS-1 Bacteria, remain uncultured and poorly known. In our study, we used
high-throughput sequencing of 16S rRNA gene fragment, covering archaeal and bacterial domains, to
obtain a detailed taxonomic inventory of different sediment horizons underlying various faunal
assemblages from the Guaymas Basin. Main microbial groups were also quantitatively assessed through
Q-PCR and potential interactions between microorganisms were highlighted via FISH microscopy.
Significant correlations were found between geochemical composition of sediments, structure of
microbial communities and colonizers of surface sediments. Our results led us to different hypotheses we
shall expose, to explain the faunal and the microbial distribution in cold seep sediments.
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Résumé

The paradigm that attributes speciation in phytophagous insects to colonization of novel host plants is
predicated on the asynchronous radiation of plant and insect lineages. Recent phylogenetic comparisons
have supported this model of diversification for insect herbivores and specialized pollinators alike. Among
the few outstanding cases where contemporaneous plant-insect diversification might be expected is the
obligate mutualism between fig trees (Ficus species, Moraceae) and their pollinating wasps (Agaonidae,
Hymenoptera). The ubiquity and ecological significance of this mutualism in tropical and subtropical
ecosystems has long intrigued biologists but the systematic challenge posed by >750 interacting species
pairs has hindered progress toward understanding its’ evolutionary history. In particular, taxon sampling
and analytical tools have been insufficient for co-phylogenetic analysis of such a large problem until now.
We obtained ~6 kb of DNA sequence from a global sample of nearly 200 interacting species pairs and we
developed a new analytical tool, Jane 2, for event-based phylogenetic reconciliation analysis of extremely
large data sets. Separate Bayesian phylogenetic analyses for figs and fig wasps under relaxed molecular
clock assumptions suggested the Cretaceous diversification of crown groups and contemporaneous
divergence for nearly half of all fig and pollinator lineages. Event-based co-phylogenetic analyses further
supported the co-diversification hypothesis. Biogeographic analyses indicated that the present-day
distribution of fig and pollinator lineages is consistent with a Eurasian origin and subsequent dispersal
rather than with Gondwanan vicariance. These findings suggest that the fig-pollinator mutualism
represents an extreme case among plant-insect interactions of coordinated dispersal and long-term co-
diversification.
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Résumé

The biodiversity of soil animal communities is still poorly known, small body-sized and large invertebrates
of the macrofauna, suffering both from a strong taxonomic deficit. The coupling of DNA barcoding and
environmental sequencing is now providing innovative and promising tools to avoid this impediment and
fasten the description of soil biodiversity. In this poster we present preliminary results from the
GENOSOIL-Fr project, which aimed to develop innovative molecular methods allowing biodiversity
estimations for a broad taxonomic spectrum of soil organisms. In a first step, we built comprehensive
reference libraries of DNA barcodes (CO1) for a range of soil invertebrates. The second step was the
analysis of invertebrate and soil samples taken in contrasted ecosystems to compare species richness
estimations obtained using classical identification (based on morphological characters) or genomic
approaches (using the Molecular Operational Taxonomic Units as surrogates to species). Molecular
approaches included (1) systematic DNA barcoding of soil invertebrates; (2) pyrosequencing (using Roche
454) of bulk samples composed of invertebrate fragments; (3) pyrosequencing of soil environmental
samples.
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Résumé

Dans le cadre de son projet scientifique, le Centre Méditerranéen de I'Environnement et de la Biodiversité
fédere, coordonne et soutient plusieurs plateformes technologiques sur le site de Montpellier, dont une
plateforme de Génomique Environnementale dédiée aux analyses de génomique des populations et
écologie moléculaire sur la biodiversité. Focalisée sur I'étude des espéces dites orphelines (i.e. sans
intérét agronomique ou non-modeles), la plateforme s’est spécialisée dans le génotypage d’ADN a moyen
débit et les méthodologies de « barcoding » dans le but d’inventorier et analyser la diversité génétique.
Elle regroupe plusieurs plateaux techniques proposant une large palette de compétences et de
technologies comprenant I'extraction automatisée des ADN ou ARN pour les grands échantillonnages,
I’évaluation qualitative et quantitative des produits obtenus, la caractérisation génétique des individus
par génotypage ou séquencage capillaire des marqueurs utilisés classiquement en biologie des
populations, la quantification de la présence d’espéces ou de I'expression génique par PCR quantitative et
le génotypage moyen-débit de SNP par PCR en temps réel.l’avenement de nouvelles technologies
d’acquisition ultra haut débit de données génétiques aussi bien par séquencage que par génotypage SNP
a bouleversé la fagon de concevoir les projets scientifiques aussi bien en termes de conception du plan
d’échantillonnage initial que de la qualité requise desdits échantillons et des analyses auxquels ils sont
soumis. La plateforme de Génomique Environnementale a donc accompagné ce changement et
développé un projet visant a exploiter au mieux ses ressources déja existantes et, a terme, a mettre en
place tous les outils nécessaires pour que ses utilisateurs puissent bénéficier des avantages apportés par
ces nouvelles technologies.Elle regroupera donc a terme au sein d’'une méme infrastructure I'ensemble
des moyens nécessaires au traitement des échantillons aprés leur collecte et jusqu'a leur
conditionnement en vue d’une analyse haut-débit. Ouverte a I'intégralité de la communauté de recherche
du Labex (8 UMRs et 1 US soit plus de 700 utilisateurs potentiels) et a leurs partenaires extérieurs, le
fonctionnement de la plateforme a nécessité la mise en place d’outils spécifiques de management et de
gestion qui en font un modele pour I'ensemble des plateformes mutualisées dans le cadre des initiatives
d’excellence.
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Résumé

Les poissons sont naturellement soumis a des périodes de je(ine poussé au cours de leur cycle de vie en
raison de la variabilité de la disponibilité des ressources alimentaires ou des migrations qu’ils
entreprennent. Chez le bar (Dicentrarchus labrax), il a été montré que des stratégies de tolérance et
d’intolérance au jeline pouvaient cohabiter et que cette (in)tolérance était héritable. Chez cette espeéce, il
existe donc une opportunité de comprendre quels mécanismes physiologiques, quels métabolismes, quels
genes et quels polymorphismes sont impliqués dans I"utilisation préférentielle des substrats énergétiques
chez des individus tolérants et intolérants au jeQne. Profitant de croisements contrélés entre individus de
phénotype connu vis-a-vis du jeline, un séquengage de transcriptome et une analyse haut-débit de
I'expression différentielle des génes ont été mises en ceuvre dans deux organes (foie et intestin) apres
deux challenges d’exposition au jelne afin d’identifier les transcrits, les genes puis leurs différences
d’expression chez cette espece. Un total de 594 genes annotés dans le foie et 421 dans l'intestin ont été
détectés comme significativement différemment exprimés entre phénotypes. Les principales voies
métaboliques identifiées comme impliquées dans la différenciation phénotypique concordent avec une
utilisation différentielle des lipides et des protéines comme substrat énergétique de chaque phénotype (le
phénotype «intolérant» utilise les lipides plus vite et les stocke moins et est donc amené a dégrader les
protéines plus rapidement que le phénotype «tolérant»). Le re-séquencage haut-débit par ‘capture’ chez
45 individus de lI'ensemble des régions codantes et non codantes de 48 génes détectés comme
différemment exprimés et incluant leur région promotrice proximale a montré I'existence de plusieurs
milliers de polymorphismes (SNP, indels,...). A terme ce travail devra permettre de mieux comprendre les
bases moléculaires de la tolérance au jeline chez les téléostéens.
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Résumé

Deux espéces de chevesnes sont présentes dans les bassins versants francais. Le chevesne commun S.
cephalus est largement répandu, tandis que;et le chevesne catalan S. laietanus restreint aux Pyrénées
Orientales. Les spécimens espagnols des deux especes sont clairement distinguables aussi bien sur le plan
morphologique que sur le plan moléculaire, mais il n’avait pas de données moléculaires sur des spécimens
provenant des bassins francais. Trente-deux stations sur tout le réseau hydrographique francais ont
permis de collecter 155 spécimens, dont 60 ont été utilisés pour les analyses moléculaires sur les
marqueurs du COI (mitochondrial) et de la rétro-rhodopsine (géne nucléaire). Deux clusters d’haplotypes
sont présents pour le marqueur du COI, indiquant la présence du S. laietanus en France du bassin de la
Massane a I'Agly. Les deux especes sont sympatriques dans certaines stations. Il n'y a pas toujours de
congruence entre les résultats moléculaires et les données morphologiques, suggérant d’éventuelles
hybridations entre les deux espéces. S. laietanus pourrait étre menacé en France et son statut de la Liste
Rouge doit étre réévalué afin d’entreprendre des mesures de conservation.
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Résumé

Recent molecular systematics studies of many taxonomic groups have greatly developed our knowledge
of marine antarctic biodiversity and its evolution. Unveiling unexpected evolutionary patterns and cryptic
species, the results laid the groundwork for further large integrative studies for many taxonomic groups.
We will here present some of these results for teleost fish and ascidians, for mitochondrial barcode
marker COl and some complementary nuclear markers. However, to go further in these studies, we need
an array of easily obtainable, highly variable sequence markers using the revolution in sequencing
techniques represented by next generation sequencing (NGS). Complete mitochondrial genome
sequences have been increasingly used in systematics and evolutionary studies in the recent years. They
possess interesting features for the problem at hand, but obtention through classical PCR and sequencing
approaches remains heavy. Starting in 2000 (Pollock et al. 2000, Timmermans et al. 2010, Dettai et al.
2012), there have been proposals and tests for multiplexed, non-tagged sequencing based on the
dissimilarity of the mitogenome sequences of distant organisms for sorting and attribution of the
sequences. This, combined to the sequencing power of NGS, now makes mitogenome sequencing
technically and economically interesting even for large scale comparative studies. The whole mitogenome
needs to be completed with independent nuclear sequence markers for in depth evolutionary studies.
However, the complete mitochondrial genome represents a considerable improvement over single
mitochondrial markers. The additional data provides many more informative sites, as well as gene order.
The data generated is also compatible and can thus be combined with previous mitochondrial based
studies and projects, like the Barcode of Life for Antarctic species. Mitogenome data can also be used for
metagenomics studies on zooplankton or meiofaunal complex samples, and yield more variable
sequences than the commonly used 18S rDNA. However, the approach needs to be tested and developed
to establish the best preservation techniques and extraction and sequencing protocols for various
taxonomic groups, as well as developing the data assembly and analyses. We present here the approach
and some results for carefully selected taxa (fish and ascidians).
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Résumé

Suite a I'application d’atrazine (1960 a aujourd’hui), la microflore bactérienne des sols s’est adaptée et a
acquis la capacité de la dégrader afin de s’en servir de source d’azote et d’énergie. Cette adaptation
repose sur l'acquisition récente par les souches dégradantes des génes atzABCDEF. L’organisation
génétique des génes atzA, atzB et atzC, qui ne semblent pas soumis a régulation et qui sont souvent
retrouvés sur des plasmides et/ou des éléments génétiques mobiles, suggére le caractére récent et
dynamique de cette voie métabolique. Dans ce contexte, cette fonction constitue un modeéle de choix
pour I’étude de I'évolution et de la stabilisation d’une nouvelle fonction catabolique au sein d’'un génome
bactérien. L'expérience a consisté a cultiver de fagon répétée la souche Pseudomonas sp. ADP dans un
milieu contenant de I'atrazine comme seule source d’azote (MSA) pendant 1000 générations. Chez cette
souche, les genes atzABCDEF sont situés sur un plasmide (pADP1, 109kb) et entourés de séquences
d’insertion. Nous avons comparé la valeur sélective (fitness) et I'organisation génomique de la population
initiale (GO) avec celles des populations évoluées apres 320 (G320); et 1000 (G1000) générations. La
population évoluée aprés 320 générations (G320) présente une meilleure aptitude a dégrader I'atrazine.
Des analyses moléculaires ont révélé que cette augmentation de compétitivité était associée a la
duplication en tandem du gene atzB sur le plasmide ADP1 (Devers et al. 2008). Apres 1000 générations,
des tests de compétition ont montré une augmentation de la fitness de la population G1000 pour la
croissance en milieu MSA (fitness relative, W=1.36). Des expériences de type PFGE et Southern blot ont
également révélé que (i) la duplication en tandem était conservée chez la population G1000 et que (ii)
tout ou partie du plasmide ADP1 avait été intégré dans le chromosome de la souche. Pour mieux
caractériser les réorganisations génomiques observées au cours de cette expérience, les génomes des
populations GO, G320 et G1000 ont été séquencés (lllumina MiSeq, 2x250pb, librairies Shotgun et
MatePair). L'assemblage et la comparaison des génomes des trois populations est en cours et devrait
nous permettre de mieux caractériser I'ensemble des mutations ainsi que les réarrangements
génomiques (intégration du plasmide pADP1, duplication des genes atzB) survenus au cours de cette
évolution expérimentale.
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Résumé

The bodyguard manipulation alters the behavior of the host in ways that provide protection to the
parasite from predators or other dangers. An original model associates the parasitoid Dinocampus
coccinellae and its host the ladybird, Coleomegilla maculata. When the wasp larva egresses and spins a
cocoon between the host legs, the ladybird remains partially paralyzed on the top of the parasitoid
cocoon and exhibits tremors fending off predators. The aim of the reported work was to determine the
molecular mechanisms responsible for the bodyguard behavior. We used a Dual-RNA sequencing
approach to (i) generate de novo reference transcriptomes of C. maculata and D. coccinellae and (ii)
undertake a comparative transcriptomic analysis over the course of parasite development. These analyses
revealed the effect of the parasitoid on its host nutritional physiology, gametogenesis, humoral immunity,
growth, and revealed new potential parasitoid virulence factors including venom-encoding genes and a
positive RNA virus that we named D. coccinellae paralysis virus (DcPV). The abundance of the virus could
also be monitored from RNAseq data and revealed that the DcPV replication in the cerebral ganglia of the
ladybird correlates with the expression of the bodyguard behavior. Complementary studies confirmed
that the DcPV is a vertically transmitted endosymbiont of the parasitoid wasp.
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Résumé

Ectocarpus is a genus of small, filamentous brown algae that has been established as a genomic model for
this lineage (Cock et al., 2010). Cultures of different strains of Ectocarpus are used for a wide range of
physiological experiments. Although it is known that these cultures contain bacteria, the identities of the
latter and possible interactions with the algae remain unknown. Here we present 16S metabarcoding data
(400 bp fragment, V3-V4 regions, generated using the MiSeq platform) of bacteria either associated
directly to the algae or found in the culture medium of (1) the genome-sequenced Ectocarpus siliculosus
and (2) a number of stress-tolerant strains of Ectocarpus subulatus. Approximately 600 independent
operational taxonomic units (OTUs) were identified and the PICRUST software (Langille et al., 2013) was
used to infer hypothetical meta-genomes associated to the different communities. This analysis allowed
us to identify functional groups of proteins characteristic for bacteria dominant either in the medium or
living on the algae. Furthermore, comparisons between bacterial communities of E. subulatus cultures
grown in freshwater and in seawater (Dittami et al., 2012), allowed us to generate hypotheses about
bacteria that may be important for the acclimation to freshwater in E. subulatus. All in all our data form a
starting point for future work on Ectocarpus that considers both the algae and the associated bacteria, i.e.
the holobiont.
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Résumé

In recent years, endosymbiotic communities, the interactions between different community members
and their synergistic effects on host evolution have become important aspects in symbiosis research.
Terrestrial isopods represent an excellent model system for the understanding of multipartite symbioses
due to their well-characterised association with Wolbachia. These endosymbiotic bacteria act as
reproductive parasites in terrestrial isopods, inducing the feminisation of genetic males in Armadillidium
vulgare. To date, three different feminizing Wolbachia strains have been identified in this host (wVulC,
wVulM, wVulP). These strains vary in their density patterns across host tissues, possibly indicating
different host-symbiont co-evolutionary histories. However, the microbiome of terrestrial isopods has
never been analysed on a large scale and the role of Wolbachia within the bacterial community remains
unknown. To fill this gap, we characterized the tissue-specific bacterial communities in A. vulgare (in the
gonads, nerve cord, haemolymph, midgut caeca, hindgut), combining qPCR and 16S rRNA gene amplicon
pyrosequencing. In order to gain insight into intra-community dynamics, we analysed bacterial
communities present in hosts from several laboratory lineages as well as field populations, depending on
(i) presence or absence of Wolbachia and (ii) infection with different Wolbachia strains. Wolbachia
infection was an important factor influencing bacterial community structure under controlled laboratory
conditions. Furthermore, Wolbachia represented the predominant member of the bacterial community in
infected individuals. Apart from Wolbachia, we detected a second highly abundant bacterium: Candidatus
Hepatoplasma crinochetorum, a facultative symbiont previously reported from the midgut caeca, was for
the first time observed in all tested host tissues. Moreover, Ca. H. crinochetorum co-occurred with
Wolbachia. The potential interactions of Wolbachia and Ca. H. crinochetorum constitute an interesting
example for symbiont-symbiont relationships between two highly abundant members of a diverse
bacterial community. On a larger scale, changes at the microbiome level can be expected to affect various
aspects of host biology, resulting in dynamic tripartite symbiont-microbiome-host relationships.
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Résumé

Les bracovirus sont des virus symbiotes de guépes parasites associés avec plus de 17000 espéeces de
guépes dont les stades larvaires se développent dans le corps d’autres insectes (endoparasitoides). Les
particules de bracovirus sont introduites dans I’'hote avec les ceufs, lors de la ponte de la guépe. Le
génome contenu par ces particules est composé de plusieurs dizaines de cercles d’ADN double brin
produits exclusivement dans les ovaires a partir de leur forme intégrée dans les chromosomes de la
guépe. Les guépes associées aux bracovirus forment un groupe monophylétique dont I'ancétre vivaitil y a
environ 100 millions d’années. Celui-ci a incorporé a son propre génome celui d’un virus de la famille des
nudivirus (proche des baculovirus) qui a ensuite été transmis verticalement dans les différentes lignées
donnant ainsi les bracovirus actuels. Nous avons récemment caractérisé la forme provirale des cercles du
bracovirus CcBV dans le génome de la guépe Cotesia congregata par une approche classique. Les
séquences correspondant aux deux tiers des cercles sont localisées dans une méme région constituant un
macrolocus viral tandis que les autres sont dispersées en 7 loci comprenant chacun un faible nombre de
séquences (1-3). Une analyse comparative de la forme intégrée de 4 espéces proches a permis de mettre
en évidence la dynamique a 'ceuvre dans I’évolution des bracovirus. La présence des mémes genes de
guépes dans les régions entourant les séquences virales des différentes espéces indique que celles-ci sont
remarquablement stables dans le génome des guépes. En revanche leur contenu differe par de
nombreuses duplications qui se sont produites au cours de I'évolution des guépes. L'obtention du
génome complet de la guépe Cotesia congregata par une approche de séquencgage haut débit devrait
permettre d’obtenir prochainement une vue plus globale de I'organisation respective des séquences
virales dans le génome de la guépe et de déterminer en particulier si les genes nudiviraux impliqués dans
la production des cercles sont situés dans la méme région génomique que le macrolocus qui
correspondrait au site d’tégration initial du génome du nudivirus ancétre capturé.
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Résumé

La diversité des microorganismes et leurs capacités d’adaptation leur a permis de coloniser presque
toutes les niches écologiques terrestres, méme celles dont les conditions de vie sont les plus extrémes.
Aujourd’hui, il est admis que moins de 1% des bactéries environnementales sont cultivables en condition
de laboratoire et donc les méthodes génomiques sont nécessaires pour découvrir la composition
bactérienne dans un environnement donné. Les régions désertiques représentent pres de 30% de la
surface de la terre émergée, mais la biodiversité des bactéries et leurs virus (bactériophages) qui se
trouvent dans les déserts est rarement étudiée. Nous avons entamé une étude de la biodiversité
microbienne des déserts asiatiques du Gobi (Mongolie) et du Taklemaken (Chine). Pour cela, nous nous
sommes appuyés sur les techniques de métagénomiques qui se basent sur I'extraction d’ADN directement
a partir d’échantillons environnementaux, en s’affranchissant des étapes de culture. Ces techniques ont
été utilisées a partir des échantillons, provenant des déserts asiatiques, afin d’observer la biodiversité
microbienne en utilisant comme technique d’étude le pyrosequencage des régions variables V1-V3 de
I’ADN ribosomique 16S. Les analyses phylogénétiques effectuées ont permis de décrire une diversité
importante (entre 1 100 et 2 300 OTU’s par échantillon) et la présence probable de nouveaux groupes
bactériens.En plus, nous avons entamé des projets d’analyse de la biodiversité bactérienne et phagique
des déserts nord-américains, dans l'objectif de mettre en évidence une possible corrélation des
microorganismes spécialement adaptés a ces environnements. Nous avons des échantillons de Death
Valley, du San Rafael Swell en Utah, et le «faux désert« Desert of Maine, un lieu touristique plutot qu’un
vrai désert dans le nord-est des Etats Unis. L'analyse des populations bactériennes suggere une richesse
et une biodiversité assez vaste et digne d’une examination plus approfondie.
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Résumé

Le phosphore est un nutriment essentiel mais globalement limitant pour la biosphéere [1]. Les bactéries
jouent un role actif dans la précipitation des phosphates de calcium a l'origine des gisements de
phosphorites, puits majeur du phosphore [2]. Actuellement, les phosphorites en formation sont
principalement localisées au niveau des zones d’upwelling de marges continentales (Pérou, Chili,
Mexique, Namibie, ...). Les mécanismes biogéochimiques a l'origine de ces gisements restent mal
compris. Un acteur moléculaire est de plus en plus proposé dans la littérature : il s’agit des phosphatases,
enzymes libérant du phosphate par hydrolyse de molécules organiques. Cette vaste superfamille
comprend au moins trois familles de phosphatases alcalines microbiennes (PhoA, PhoD, PhoX). Celles-ci
different notamment par leur séquence, structure, spécificité de substrat, localisation cellulaire, mode de
régulation et coenzymes métalliques [3-4]. Jusqu’ici, il n'y a pas eu d’étude de fond destinée a
comprendre comment leur diversité influence la biominéralisation des phosphates de calcium.Nous avons
constitué une base de données de séquences dédiée a ces familles, permettant de mieux appréhender
leur diversité et distribution au sein des microorganismes. Les signatures établies pour chaque famille de
séquences (profils HMM construits par recherche itérative de similarité profil vs. séquence dans la base
Uniprot) nous ont permis d noter les genes de ces familles au sein de 1625 génomes bactériens complets
correspondant a 23 phyla : au sein des 866 génomes comportant au moins un géne de ces familles, nous
avons identifié 763 genes de la famille PhoA, 433 PhoD et 436 PhoX. Leur analyse a révélé plusieurs
éléments : ces familles sont multi-géniques et non homologues (convergence fonctionnelle) ; ces
différentes familles de genes peuvent étre présentes au sein d méme génome (observation fréquente
mais non obligatoire); la localisation cellulaire prédite pour les protéines correspondantes est
majoritairement périplasmique ou extracellulaire. L’analyse in silico des séquences génomiques en amont
des genes ainsi annotés nous a permis de faire des hypothéses concernant leur mode de régulation
transcriptionnelle. A partir de ces données de séquences, des phosphatases des trois familles ont été
sélectionnées, clonées et exprimées de fagon hétérologue chez E. coli ; leurs propriétés biochimiques
(activités enzymatiques, substrats, cofacteurs) ont été caractérisées expérimentalement, de méme que la
capacité biominéralisatrice des souches d’E.coli les surexprimant. Ces résultats seront complétés par
| notation et I'analyse de données métagénomiques et géochimiques provenant davironnements de
formation actuelle de phosphorites.Ces travaux sont soutenus par le programme INTERRVIE (Interactions
Terre/Vie, CNRS INSU).
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Résumé

Within and between species, multigene families (MF) are known to be highly diverse in terms of both
Copy Number Variation (CNV) and allelic diversity. Accordingly, within and between population diversities
of MF have a strong potential to result from, or to fuel, local adaptation — and possibly speciation.
However, these diversities have seldom been contrasted and their relative evolutionary dynamics remain
poorly understood. The host-plant races of the pea aphid provide an excellent system to understand
these dynamics in the context of speciation with gene flow. Notably, Chemosensory MF (CMF) — e.g.
Olfactory Receptors (OR), Gustatory Receptors (GR), Odorant Binding Proteins (OBP) — are critically
important for specific host plant recognition, i.e. putatively a main cause of reproductive isolation.We
sequenced 120 individuals from 8 races using a target enrichment protocol and Solexa sequencing —
guaranteeing a median coverage of 150X. In doing so, we assessed CNV and nucleotidic diversity at about
3000 exons (from CMF, other MF and control genes) and 650 promoters of CMF genes.Preliminary results
show CNV is widespread, as it occurs in 65% of all exons (even surprisingly up to 57% for control exons).
As with SNPs in single copy genes, most CNV in non CMF genes is shared among races. In contrast, for
targets linked to chemosensory genes — notably GR exons and promoters — CNV tends to structure by
race. Also, the rate of duplication appears higher for CMF: OR, OBP and promoters show significantly
more CNV than other MF. Together, these results suggest that many CMF genes may evolve under
positive selection and contribute to adaptation to host plants. In order to better understand the genetic
basis of adaptation, work is ongoing to link patterns of CNV (i) to the history of gene flow between races;
and (ii) to observed differences in gene expression within and between races across native and non-native
host plants.
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Résumé

L’hydrothermalisme de Prony se caractérise par des cheminées hydrothermales pouvant atteindre
plusieurs dizaines de meétres de haut, constituées essentiellement de carbonates de calcium et
d’hydroxydes de magnésium, émettant un fluide anoxique, riche en hydrogene et méthane, a pH alcalin
(9-11) et température modérée (30-40°C) produit par des réactions géochimiques lors du processus dit de
serpentinisation [1]. Ce type d’hydrothermalisme est original puisqu’il n’a d’équivalent connu que celui du
fameux site de «Lost City», découvert par 800 m de fond en bordure; la ride médio-Atlantique [2] . Les
analyses moléculaires (séquencage/pyroséquencage et gPCR), ciblant les génes codant I’ARNr 16S; et des
genes fonctionnels mcrA et dsrB, réalisées sur des échantillons de cheminées et de fluides ont dévoilé des
communautés archéennes, peu diversifiées, dominées par des Methanosarcinales proches de celles
retrouvées a Lost City (LCMS) [3,4] ou issues d’eaux souterraines ultrabasiques associées a la
serpentiniation (The Cedars, Californie) [5] ce qui souligne le caractére original de I’hydrothermalisme a
Prony a mi-chemin entre un systéeme continental et un systéme purement marin. Les communautés
bactériennes, plus abondantes et plus diverses, se sont révélées différentes de celles rencontrées a Lost
City, mais apparentées a celles issues d’environnements subterrestres liés a la serpentinisation. Elles sont
composées majoritairement de Chlorofexi, Proteobacteria, Firmicutes et Deinococcus-Thermus avec de
nombreux phylotypes représentant des lignées d’incultivés déja reportées dans des systémes
hydrothermaux ou entiérement nouveaux ce qui souligne le caractere original de I’écosystéme de Prony.
Ces communautés; procaryotiques pourraient étre impliquées dans les cycles du soufre, de I’hydrogene et
du méthane et leur composition change par conséquent en fonction de la profondeur des cheminées et
de la composition physico-chimique du fluide (ex: salinité, Eh). L'ensemble de ces résultats montre que
cet écosystéme hydrothermal, ou la lumiére peut étre source d’énergie, est potentiellement basé sur la
chimiosynthese.
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Résumé

Inflammation and infection of bovine mammary glands, commonly known as mastitis, cause significant
losses in the milk industry worldwide. To date, antibiotic treatment is the most common method to treat
bovine mastitis. However it has a low cure rate during lactation for many mastitis pathogens, frequently
resulting in chronic and recurrent infections. Our group explores new strategies to fight against mastitis.
In the recent years, the concept of biological control has emerged as an interesting and sustainable
alternative to antibiotics. The MEUH project (Milk Ecosystem and Udder Health) aims at describing bovine
mammary microbiota in relation to mastitis sensitivity in cows. Cows were grouped according to their
sanitary status over the past 3 years, as defined upon somatic cell counts in milk and clinical
examinations. Three groups were defined: healthy, clinical mastitis sensitive, and subclinical mastitis
sensitive cows. Samples (foremilk and swab) corresponding to the teat canal microbiota were collected on
eight cows for each group. These samples are subjected to metagenomic pyrosequencing of bacterial 165
rRNA genes (ongoing, plateforme GEF, Rennes). We also plan to include a functional characterization of
the bovine mammary microbiota through Illumina sequencing. Expected results include i) the
determination of the composition of mammary microbiota according to the sanitary status (identification
and proportion of each OTU), ii) the definition of a balanced versus unbalanced microbiota, and ;iii) the
identification of marker species and functions correlated to mastitis susceptibility. These marker species
will be further evaluated as candidates for the development of bovine mammary probiotics.The project
MEUH is funded by INRA MEM program.
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Résumé

The major histocompatibility complex (MHC) is an important functional complex of genes of vertebrates
due to its key role on parasite resistance and potentially on mate choice and individual recognition.
However, studying the different roles of MHC in wild vertebrates requires reliable genotyping of large
numbers of individuals. Recent developments of next-generation sequencing techniques allow for such
large-scale sequencing, but an improvement of post-processing data treatment is required to correct for
sequencing errors. Here, we develop a methodology of 454 post-processing for genotyping four
previously described MHC loci belonging to MHC class | and class Il (Mama-UB, Mama-UD, Mama-DRB1
and Mama-DRB2) in Alpine marmots (Marmota marmota). Despite the fact that the cost-effective
methodology adopted led to a relatively low amplicon coverage, our 454 post-processing methodology
allowed to increase the number of retained reads by (1) reducing the number of bp locus-specific primers
to retain large number of obtained FASTA reads and (2) assigning reads with insertions, deletions or both,
usually considered as 454 sequencing errors, to previously identified alleles. The quality of the genotype
assignation was further assessed through different validation procedures by (1) genotyping between 2
and 5 independent amplicons from 30 individuals through 454 sequencing; (2) comparing genotypes
obtained by 454 and Sanger sequencing for 36 genotypes. Sanger sequencing also allowed to complete
the dataset for ungenotyped individuals after 454 post-processing steps; and (3) comparing the
consistency of 998 obtained genotypes from mother-father-offspring triads. These triads were previously
determined through microsatellite sequencing and the corresponding paternity analysis. The erreor rate
asssociated with the 454 post-processing steps proposed led to an error rate of 0.6%. Moreover, by
combining both 454 and Sanger sequencing, large number of genotypes could be obtained (2,944 MHC
genotypes within the four MHC sequenced loci for 967 Alpine marmots). We finally discuss the efficiency
of combining sequencing techniques such as 454 and Sanger in the light of the balance between the costs
and benefits of each technique. The proposed methodology and validation procedure could be applied to
any organism, although validation is especially suitable when parentage information is already available.
Our results emphasize the potential of 454 sequencing, combined with 454 post-processing and
alternative sequencing techniques, to obtain large-scale sequenced individuals which could improve
research on MHC evolution as well as on the evolution of other highly polymorphic functional genes.
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Résumé

Actinobacteria are Gram-positive bacteria and are known for their ability to adaptation to different
environmental conditions. Belonging to this group, Propionibacterium are responsible for holes and
aroma production in cheese and for probiotic activity.They showed a high rate of survival in a culture
medium (YEL). Studies were monitored through the optical density, CFU and microscopy (live/dead).The
survival is strain dependant and the strain CIRM 138 is chosen, because it has the highest survival rate.
Population is around 109CFU/ml in exponential phase and they maintained a high population density
above 108 CFU/ml, 11 days after the inoculation, without addition of any nutrient. These results show the
ability of the bacterium to adapt to different conditions at each stage, even without nutrient available.
The bacterial growth curve shows the division into four stages of growth, such as: exponential, stationary
phase, death phase and long-term stationary phase. 21 strains of Propionibacterium freudenreichii, have
been sequenced on a Illumina platform. Through the comparative genomics and transcriptomics data
obtained by RNA-seq on CIRM 138 methodology, we seek understanding of the physiology that allows
bacterial long-term survival, according to the genes expressed at different phases.
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Résumé

Un des objectifs majeurs de la génomiqueenvironnementale est d’apprécier la contribution des espéces
microbiennes noncultivables aux processus écologiques majeurs. Un autre theme est l'acces a
etl’exploitation biotechnologique de cette diversité génique riche encore malexplorée. La
métatranscriptomique fonctionnelle a déja été éprouvée commeun outil puissant pour la découverte de
nouveaux genes. Comme dans d’autres domaines de la biologie moléculaire,ltention de banques d-Nc
enrichies en ADNc complets a toujours été I'une des taches les plus difficiles.En raison de lificacité limitée
de la transcriptase inverse, denombreux ARNm sont rétro-transcrits enADNc tronqués depetite taille et
ces ADNc sont préférentiellementclonés diminuant ainsi la qualité desbanques. La construction de
banques d’ADNc eucaryotesenvironnementales est une tache encore plus difficile parcequ’une tres faible
quantité d Nm eucaryotes est présente dans les échantillons d N totaux dominés par les ARN d’igine
bactérienne.Diverses méthodes de constructionde banques qui permettent un enrichissement en ADNc
pleines longueurs ont déja été proposéesmais elles nécessitent de nombreusesétapes successives. Le
fractionnementdes ADNCc sur la base de leur taille peut étre appliqué pour éviter ce probleme. Nous avons
développéune méthode facile de synthese et defractionnement d’ADNc eucaryotes apartir d’'unequantité
limitée d’ARN total extrait directement de sol. Nous avons synthétisé, fractionné et cloné avec succes des
ADNc eucaryotes a partir de troissols ayant des propriétés et origines géographiques distinctes.
Cettetechnique peut également étre appliquée a des études exigeant le clonage d-Nc de tailles
spécifiques. Ces résultats montrent le fort potentielde cette technique en métatranscriptomique
fonctionnelle.

Mots-clés
Metatranscriptomique fonctionnelle, banque fractionnee

2¢me colloque de Génomique Environnementale Page 106



DEVELOPMENT OF A METAGENOMIC APPROACH TO TARGET GENES FROM A
SPECIFIC GENOMIC REGION IN MARINE SYNECHOCOCCUS: APPLICATIONTO A
REGION INVOLVED IN LIGHT HARVESTING

Poster n°46

Auteur
Laurence Garczarek

Liste compléte des auteurs - Affiliations
Florian Humilyl, Dominique Mariel, Gregory K. Farrantl, Frédéric Partenskyl, Sophie Mazard2, Morgan
Perennou3, Karine Labadie4, Jean-Marc Aury4, Patrick Wincker4, David J. Scanlan2 and Laurence
Garczarekl
1 Station Biologique (CNRS and UPMC), UMR7144, Oceanic Plankton group, Marine Phototrophic
Prokaryotes team, Place Georges Teissier, CS 90074, 29688 Roscoff cedex, France
2 University of Warwick, School of Life Sciences, Gibbet Hill Road, Coventry CV4 7AL, UK.
3 CNRS, FR2424, Service Information et GEnomique, Station Biologique, 29688 Roscoff cedex, France
4 Commissariat a 'Energie Atomique, Institut de Génomique/Genoscope, 91000 Evry, France

Résumé
In recent years, major breakthroughs have been achieved in our understanding of the composition and
dynamics of microbial communities thanks to the development of high throughput sequencing
technologies that have been applied to a variety of environments, including marine ecosystems [1].
However, such metagenomics approaches often failed to relate the genetic diversity of specific microbes
to their ecological functions, especially in complex environments. Here, we developed a metagenomic
pipeline to target a suite of genes from any genomic region of Synechococcus, one of the most abundant
photosynthetic prokaryotes of the ocean [2, 3]. It combines flow cytometry cell sorting of a few
Synechococcus cells, whole genome amplification (WGA) and fosmid library construction [4]. Since this
approach is not devoid of biases inherent to these methods, we evaluated their effects at each step of the
procedure by following both the genetic composition of the Synechococcus community and the relative
abundance of contaminant heterotrophic bacteria by T-RFLP analyses and/or pyrosequencing. This
method was successfully applied to a natural sample collected off Roscoff (Brittany, France), a
representative coastal site of the English Channel, which was used to explore the diversity of a highly
variable gene island involved in the biosynthesis and regulation of Synechococcus light harvesting
complexes [5]. It notably allowed us to observe for the first time the presence of population able to
change their pigmentation depending of the ambient light color (chromatic adapters) in a natural sample.
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Résumé

Les nouvelles technologies de séquencage (NGS) permettent actuellement d’avoir acces au génome de
nombreuses espéces. Cette étude utilise des transcriptomes individuels d’animaux non modeles balayant
la diversité des métazoaires afin d’étudier la présence virale; des genes ou des génomes entiers. 114
especes réparties en 33 groupes phylogénétiques ont été analysées soit un total de 441 transcriptomes
individuels.Afin de détecter la présence de virus, nous avons tout d’abord réalisé des assemblages de
novo des reads Illumina et prédit les cadres ouverts de lectures. L’annotation protéique a été réalisée par
des recherches d’homologies de séquence et de structure sur la base de profils HMM (HHBIit). La
taxonomie des ORFs a ensuite été assignée a partir des informations des bases de données taxonomiques
du NCBI.Cette seconde étape a été menées a bien pour cinqg groupes taxonomiques représentant 91
transcriptomes, parmi lesquels des termites (Reticulitermes), des moustiques (Culex), des fourmis
(Messor), des crustacés (Artemia) ainsi que des vers marins (Pectinaria). Nos résultats mettent en
évidence la présence dans tous les transcriptomes de nombreux génes homologues a des virus a ADN
double brin principalement, probablement impliqués dans des transferts latéraux entre les hotes et leurs
virus. Ces résultats suggerent cependant que ces ORF n’ont pas forcément une origine virale, ce qui peut
nous alerter sur les I'interprétation excessive des données de génomique/transcriptomique sur I'origine
des EVE (endogenous viral elements).L’assemblage de novo couplé au mapping des reads sur des
génomes viraux proches a par ailleurs permis de décrire des génomes viraux complets appartenant a 9
familles, en majorité des petits virus a ARN. L’analyse phylogénétique de trois d’entre eux révele trois
nouveaux virus de fourmis : un virus proche du Lake sinai virus, un nouveau genre viral proche des
Partitiviridae et également un putatif Gammaretrovirus habituellement trouvé chez les vertébrés.
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Résumé

Les termites sont des insectes sociaux (lsoptera) rencontrés dans de nombreuses régions du globe.
Contrairement a la plupart des insectes, les termites sont capables de se nourrir exclusivement (ou quasi-
exclusivement) de bois, en dégradant de maniere efficace les fibres de lignocellulose. Les termites
constituent donc un modeéle biologique;d’intérét : ils jouent d’'une part un réle majeur dans les
écosystemes en recyclant des nutriments, mais sont d’autre part un probléme économique pour I’homme
car ils endommagent les constructions. Cette capacité accrue pour dégrader le bois provient d’'une
association symbiotique complexe qu’entretiennent les termites avec de trés nombreux microorganismes
contenus dans leur intestin postérieur. Ces microorganismes constituent de véritables communautés,
lesquelles se composent d’eucaryotes unicellulaires (divers protistes), de nombreuses lignées de bactéries
et, dans une moindre mesure, d’archaea. L'objectif de cette étude est de décrire les génes eucaryotes et
procaryotes de cette communauté par une approche de transcriptomique haut-débit. Nous avons obtenu
et comparé le transcriptome de 13 individus appartenant a 3 espéces de termite du
genre;Reticulitermes;(Rhinotermitidae). Je présenterai tout d’abord les résultats d’assemblage,
d’annotation fonctionnelle et d’assignation taxonomique par Blast des transcrits eucaryotes (termites et
protistes) ayant permis cette étude. Je présenterai ensuite les résultats de quantification de la diversité
bactérienne estimée sur la base des séquences des ARN ribosomaux, a I’échelle inter et intraspécifique du
point de vue des hétes. Je présenterai enfin les résultats concernant une possible redondance
fonctionnelle des génes impliqués dans les fonctions adaptatives liées a la digestion du bois.
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Résumé

During the last century, many authors have described many species, varieties or forms in the genus of
Pylaiella according to their morphology, their life history and/or their ecology, nevertheless no clear
consensus have been reached. In the present study, we investigated the diversity of Pylaiella littoralis
along the Brittany coast using a DNA barcoding multilocus approach with nuclear, mitochondria and
chloroplast markers. Spatio-temporal sampling was conducted to detect genetic variations among
populations as well as possible phenological difference between populations. We sampled 180 individuals
from 8 sites located along the Brittany coast between Saint-Malo and Quiberon (450km) from march to
october. Our results highlighted the occurrence of two genetic entities based on mitochondrial sequences
showing a minimum of 2.2% divergence between them. Instead the analysis of chloroplast and nuclear
sequences revealed a single group (haplotypic divergence ranging from 0 to 0.7% and 0 to 0.47%
respectively) which may reflect ancestral genotypes corresponding to a recent differentiation of the two
entities. The geographical clustering pattern based on microsatellites revealed a high genetic
differentiation between the two entities and among populations within each entity. These two entities
were found in the same environment; however their growths were shifted in time according to season.
This phenological shift provides an ideal framework for exploring questions concerning adaptive
divergence. Occurrence of putative hybrids was discussed.
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Résumé

Les paysans guadeloupéens cultivent traditionnellement du madére (Colocasia esculenta) a 'ombre des
peuplements de Pterocarpus officinalis en forét marécageuse. Contrairement aux cultures en prairie,
cette culture en sous-bois est conduite sans utilisation d’engrais et de pesticides, n’entrainant aucune
perte de biodiversité (floristique, faunistique et microbienne) et garantissant un systéme de culture
durable. Plusieurs hypotheses sont avancées pour expliquer I'effet bénéfique de P. officinalis sur le
madere. La modification du régime lumineux par les Pterocarpus changerait le microclimat en
augmentant I’hygrométrie et en réduisant les températures. D’autre part, dans les sols souvent inondés,
I'hypoxie empéche la décomposition de la matiere organique et provoque des pertes d’azote par
lessivage et dénitrification. Par son aptitude a fixer 'azote de I'air, P. officinalis pourrait enrichir le sol
marécageux en azote. De plus, la symbiose mycorhizienne joue un réle majeur dans la nutrition minérale
des plantes dans les écosystémes forestiers et particulierement dans les foréts tropicales humides ou le
phosphore est souvent présent en faible quantité dans les sols. L'étude de la structure des réseaux
mycorhiziens a arbuscules devrait permettre de mieux comprendre leur role dans les processus de
facilitation, soit par le partage d’'une méme communauté mycorhizienne entre différentes plantes (ie.
Pterocarpus/madeére) et donc I'échange d’éléments nutritifs essentiels, soit par Iexistence de
communautés distinctes permettant un partage des ressources nutritives.Afin de comprendre les
mécanismes impliqués dans le maintien de ce systeme cultural écologiquement durable, I'analyse de la
composition des corteges mycorhiziens des deux plantes a été réalisée sur deux sites en Guadeloupe.
L'observation microscopique de racines de Pterocarpus et de madere a révélé plusieurs structures
caractéristiques des mycorhizes a arbuscules confirmant la colonisation des racines. De plus, I'extraction
de spores a partir de sol a permis pour la premiere fois de révéler une diversité importante de spores
dans ces sols marécageux. Enfin la composition des cortéges mycorhiziens a été caractérisée par une
approche de pyroséquencage (GS-FLX+) sur la région 18S de I’ADNr (210000 séquences). La meilleure
caractérisation de la diversité des cortéges mycorhiziens ainsi obtenue et la mise en évidence de réseaux
mycorhiziens, entre P. officinalis et le madére et a différents stades de développement de I'arbre,
permettent d’aborder les questions de compétition et de transfert de nutriments entre ces plantes. Ces
travaux devraient aider a proposer des recommandations en termes de gestion des cortéges mycorhiziens
pour améliorer la production de madeére sous couvert de Pterocarpus et restaurer des foréts tropicales
humides dégradées.
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Résumé

Marine macroalgae are complex multicellular photosynthetic organisms, evolutionary distinct from land
plants, and constitute a large primary biomass in coastal ecosystems. About half of the algal tissues are
composed of polysaccharides that can be found either as carbon storage or cell wall compounds[1]. The
great diversity of polysaccharides offers a large choice of carbon sources for bacteria to grow on. Despite
a recent availability of numerous marine bacterial genomes, there is still little knowledge on the way
macroalgal polysaccharides are degraded by bacteria. However, the characterization of some
carbohydrate active enzymes and the genome of a marine bacteria model, Zobellia galactanivorans,
allowed deeper insights into the mechanisms of degradation of sulfated polysaccharides from marine
algae[2]. To complement the current knowledge on algal polysaccharide degradation by marine bacteria,
comparative genomics of selected bacterial strains are applied (e.g. additional Zobellia species,
Mariniflexile fucanivorans, some Gammaproteobacteria), by focusing on carbohydrate active enzymes. In
parallel, a catabolic profiling is carried out to screen for bacterial growth of the selected strains on more
than 40 carbon sources. Additionally, the microbiota diversity from abalones fed with several types of
macroalgae over a year will be compared to identify potentially new specific bacterial taxa associated to
the degradation of algae during herbivore digestion. Such multidisciplinary strategy should lead to a
better understanding of the catabolism of algal polysaccharides as well as the discovery of new groups
involved in this mechanism.
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Résumé

Cross-strain genome studies are based on orthologs, genes present in different species that have only
evolved through speciation events. Orthologs are known to have the same biological functions whereas
duplication allows development of new functions. Identification of orthologs is a powerful tool of
understanding the genealogy of genes and to investigate the mechanism of evolutionary process. These
groups of genes with the same biological function are also an inestimable pool of information for
functional analyses such as pathway comparison across species.Using Next Generation Sequencing
technologies (lllumina HiSeq and MiSeq), we successfully sequenced 6 new strains of the bacterial
endosymbiont Wolbachia that induce either feminization or cytoplasmic incompatibility in their arthropod
hosts. These genomes as well as the 16 already published genomes were used for comparative genomics.
On the basis of the orthologous database we generated using OrthoMCL, we divided these bacterial
genomes into (1) the “core-genome”, containing genes shared by all strains, (2) the “dispensable-
genome” composed by genes present in two or more but not all strains and finally (3) genes unique to
single strains, all these categories representing the “pan-genome”. We investigated the composition of
this pan-genome in order to look at the insight of the basis of Wolbachia symbiosis. Based on all the
single-copy core-genes, a phylogenomy of the Wolbachia strains was inferred. To complement the
database of putative bacterial effectors established from pan-genomic analyses, a conversed motif
recognition approach using HMMER3 allow us to identify eukaryote-like proteins such as ankyrin repeats
containing proteins that are known to be involved in host-symbiont interactions.
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Résumé

Les sens chimiques —olfaction et gustation - sont déterminants pour un insecte lors du choix de sa plante
hote. Des différences dans le nombre, les séquences ou le taux d’expression des genes impliqués dans la
reconnaissance des signaux chimiques (génes chimiosensoriels) peuvent donc mener a l'adaptation a une
nouvelle plante, comme par exemple une plante cultivée. Nous avons testé cette hypothése sur un
modele Lépidoptere, la noctuelle foreuse de tiges Sesamia nonagrioides, en tirant profit de 'existence de
deux populations trouvées en milieu naturel, I'une s’alimentant sur plante sauvage au Kenya, l'autre
dérivant de la premiere population et inféodée au mais en France. Notre étude s’est focalisée sur les
effets génétiques (deux générations élevées au laboratoire aprés collecte) et sur la comparaison des taux
d’expression des transcriptomes des deux populations. Dans une premiere étape, nous avons séquencé et
annoté le transcriptome chimiosensoriel de S. nonagrioides. En particulier, nous avons identifié de novo
68 genes candidats a la chimioréception chez cette espece, dont 31 genes codant pour des protéines de
liaisons aux odorants et 23 genes codant pour des récepteurs chimiosensoriels (Glaser et al., 2013). Dans
une deuxieme étape, nous avons utilisé une approche RNAseq associée a la bioinformatique pour
comparer |'expression du transcriptome entre les deux populations de S. nonagrioides. Nous avons mis en
évidence un grand nombre de génes différentiellement exprimés, dont des génes codant des protéines
virales, des cytochromes P450 mais aussi des genes chimiosensoriels impliqués dans les événements péri-
récepteurs de la détection olfactive. Nos résultats suggerent que les deux populations ont donc une
sensibilité olfactive différente qui aurait pu contribuer a I'adaptation a un nouvel environnement
chimique.
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Résumé

L'ulcére de Buruli est une infection cutanée; due a Mycobacterium ulcerans. Cette maladie tropicale
négligée constitue un réel probleme de santé publique en Afrique. Au Cameroun, une augmentation
spectaculaire du nombre de cas et I'apparition de nouveaux foyers ont entrainé une forte implication des
acteurs de la santé publique dans la lutte contre |'ulcere de Buruli. Ainsi, depuis 2002 le Laboratoire
National de Référence pour le Diagnostic de I'ulcére de Buruli, le Centre Pasteur du Cameroun, a entrepris
un vaste programme pour mieux comprendre cette maladie de I'échelle écologique a I'échelle
épidémiologique.Plusieurs études montrent que certaines punaises aquatiques peuvent héberger M.
ulcerans (voir Portaels et al., 2008) et peuvent expérimentalement transmettre la bactérie (Marsollier et
al., 2005, 2007). Cependant, les connaissances sur la biologie et la systématique des punaises aquatiques
restent trés peu documentées. L'objectif de;cette étude est de faire un inventaire des punaises
aquatiques dans les zones endémiques et non endémiques a l'ulcere de Buruli au Cameroun en utilisant
une double approches morphologique et moléculaire de barcoding (COI, COIll, 866pb, 102 séquences,
projet BDV).L’échantillonnage a été réalisé dans 37 points de collecte dans deux zones endémiques
(Akonolinga et Bankim) et 8 zones non-endémiques (Mbalmayo, Abong-Mbang, Garoua, Tibati,
Ngaoundéré, Bamenda, Buéa et Santchou). 54 morphotypes été identifiés répartis dans 9 familles:
Belostomatidae (8), Corixidae (3), Gerridae (10), Hydrometridae (4), Mesoveliidae (3), Naucoridae (4),
Nepidae (5), Notonectidae (9), Veliidae (8), Quatre individus par morphotype ont fait I'objet d’'une étude
de barcoding (COI, COll, 866pb, 203 taxons). Les matrices de distances inter et intraspécifiques ont été
calculées et les divergences entre séquences ont été visualisées par des dendrogrammes. Pour certaines
familles (Belostomatidae, Mesoveliidae, Notonectidae), il existe une bonne congruence entre les
morphotypes et les séquences alors que pour d’autres ce n’est pas le cas (Gerridae, Hydrometridae,
Vellidae). De plus, pour certaines familles, la diversité moléculaire est plus importante que la diversité
morphologique. Ce travail constitue la premiére base de données moléculaires pour des punaises
aquatiques d’Afrique de I'Ouest.
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Résumé

L'annélide polychéte Capitella est une espéece cétiere de distribution trés ubiquiste, modéle en
écotoxicologie du fait de sa grande tolérance a la pollution.Ce ver marin s’éléve facilement au laboratoire
(temps de génération ~6-8 semaines), permettant une approche expérimentale, en plus des approches
sur populations naturelles. Le génome d’une espéce proche de la cote Est des Etats Unis (C. telata) a été
séquencé, pouvant servir de support a des analyses transcriptomiques.Lors de collectes effectuées a
Roscoff (Finistere, France), nous avons observé que 15-30% des Capitella prélevées en zone portuaire
polluée présentaient un développement microbien au niveau tégumentaire. Aucun microorganisme n’a
été observé sur le corps des Capitella vivant dans un environnement non pollué.Cette colonisation
impliqgue une modification du systeme immunitaire devenu soit tolérant a la mise en place d’une epibiose
microbienne, soit sensible au développement d’un pathogéne qu’il ne parvient plus a éliminer.L’approche
transcriptomique en RNAseq (une ligne lllumina 100 pb paired-end pour chaque condition) que nous
avons menée vise a identifier et a quantifier les génes immunitaires différentiellement exprimés entre :-
une population de Capitella non exposées aux polluants- une population de Capitella exposées aux
polluants, et non colonisées par des microorganismes- une population de Capitella exposées aux
polluants, et colonisées par des microorganismes.Les ARNm ont été purifiés et le séquencage a produit
entre 25 et 39 Gbases, avec un score de qualité moyen compris entre 29,1 et 30,8. Moins de 2% des
séquences correspondent a de FARN ribosomal 28% (aucune séquence correspondant au 18S),
démontrant une bonne élimination des ARN ribosomaux. Les données Illumina sont en cours
d’assemblage (Trinity). Un transcriptome correspondant aux trois conditions sera assemblé comme
référence et les génes différentiellement exprimés entre les trois pools d’ARN seront identifiés (méthode
DESeq sous Galaxy). Ces analyses sont en cours et I'état d’avancement sera présenté au colloque.Cette
approche permettra d’obtenir des informations quant a I'impact in situ de la pollution sur I'immunité
antimicrobienne d’organismes marins.
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Résumé

L’écosysteme fromager est composé d’association de micro-organismes qui, grace a leurs propriétés
génétiques et leurs activités au sein de la matrice, permet le bon déroulement du procédé de fabrication
du fromage (acidification du caillé, désacidification et affinage). Un consortium simplifié composé de
bactérie lactique (Lactococcus lactis), de trois levures (Kluyveromyces lactis, Debaryomyces hansenii,
Geotrichum candidum) et de cing bactéries d’affinage (Arthrobacter arilaitensis, Hafnia alvei,
Corynebacterium casei, Staphylococcus equorum, Brevibacterium aurantiacum) a pu étre identifié comme
étant suffisant pour permettre la fabrication du fromage de type Livarot. L'intérét de cet écosysteme est
multiple puisqu’il est constitué de micro-organismes cultivables, bien identifiés, et dont les génomes des
principaux représentants ont été séquencés. De plus, il posséde des propriétés dynamiques et
fonctionnelles reproductibles, maftrisables et quantifiables. Dans le cadre du projet ANR ExEco
(programme ALIA 2010), des fromages modeles établis a partir de ce consortium ont été suivis au cours
de cinétique d’affinage de 4 semaines (3 réplicats biologiques prélevés par semaine) en combinant des
analyses physico-chimiques, des analyses de microbiologie classique et de méta-transcriptomique par
RNA-Seq (séquencgage SOLID). Les librairies ont été préparées a partir d’ARN total non déplétés, isolées
directement a partir de fromage et la profondeur de séquencage était de 30 a 50 millions de reads/
échantilon. L’analyse globale des données a permis de montrer une bonne répétabilité des résultats. 94 %
des séquences obtenues proviennent des ARN ribosomiques et 4% correspondent a des ARN messagers.
La majorité des reads est issue des organismes dominants eucaryotes. Cependant, I’évolution de certains
transcrits au cours du temps, semble fortement liée a celle des principaux parameétres technologiques
(exemple : GDH2, AAT2, impliqués dans le métabolisme des acides aminés chez G. candidum sont corrélés
avec le degré de protéolyse). Ces analyses montrent ainsi a la fois la faisabilité et la pertinence de
I'utilisation de I'approche méta-transcriptomique pour le suivi d’écosystemes microbiens alimentaires.
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Résumé

Adaptation to extreme environments and especially to high temperatures may represent a very
challenging model in the long way to understand how genomes and their associated proteomes are
shaped by selective processes at various levels of the organismal evolution. Temperature is indeed
expected to affect both the codon usage and the subsequent amino-acid composition over the whole
genome in order to increase the thermal stability of both the transcriptional/translational machinery and
the subsequent produced proteins required to survive and reproduce at high temperatures. The
Alvinellidae family represents an excellent opportunity to explore hypotheses about the
emergence/maintenance or alternatively, the recently-derived status of the thermophilic trait in
poikilothermic metazoans as this clade includes a series of closely related species evolving under highly
contrasted thermal conditions over a very long period of time (fossil evidence from the Devonian period).
Based on Illumina runs over transcriptomes, we performed a full sequence-based genomic scan from a
dataset of 423 putative orthologous loci of six Alvinellidae species including four “chimney species,
Alvinella pompejana, Alvinella caudata, Paralvinella sulfincola and Paralvinella fijiensis, from which A.
pompejana and P. sulfincola represent true thermophilic eukaryotic species (20-50°C) and two cold
diffuse venting species, Paralvinella grasslei and Paralvinella pandorae (2-20°C). This allowed us to explore
amino acid composition, codon usage, divergence, orientation of residue changes and the evolution of
dN/dS ratio along branches and sites using codon models. Results clearly demonstrate that adaptation to
high temperatures has been ancestrally inherited during the colonization of the vent environment in
alvinellid polychaetes. In the Ald’ineages, we observed preferential amino-acid replacements indicative of
positive selection associated with adaptation to cold.
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GENOMIQUE ET TRANSCRIPTOMIQUE DE L’AGENT DE BIOPROTECTION
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Résumé

En 2012, un quart des pertes de la filiere plants de pommes de terre sont dues a des bactéries des genres
Pectobacterium et Dickeya, agents responsables de la maladie de la jambe noire. Ces pathogénes
coordonnent I'expression de leurs facteurs de virulence grace a I'émission et la perception de signaux
moléculaires, les N-acyl homosérine lactones. Ce mécanisme est appelé quorum-sensing. A ce jour, aucun
produit n’est efficace pour lutter contre cette maladie. Dans ce projet, une nouvelle stratégie de
phytoprotection basée sur un agent de lutte biologique est étudiée et évaluée dans le cadre du plan
EcoPhyto2018. La bactérie rhizosphérique, Rhodococcus erythropolis R138 a été isolée de champs de
pomme de terre pour sa capacité a dégrader les signaux quorum-sensing et prévenir |'apparition des
symptomes de la jambe noire. R138 semble donc un agent de lutte prometteur contre cette maladie.
Cependant, son utilisation comme produit phytosanitaire nécessite une meilleure connaissance de son
mode d’action contre les pathogénes afin de permettre une application optimale sur les cultures. Dans ce
travail, nous avons analysé le génome et le transcriptome de Rhodococcus erythropolis R138 en utilisant
les outils NGS.Dans un premier temps, le séquencage du génome de R. erythropolis R138 a été réalisé par
les techniques 454-Roche et Illumina. Ce génome, dont la séquence est connue a 99,9%, est composé
d’un chromosome de 6.5Mpb, d’un plasmide linéaire de 250pb et d’un plasmide circulaire de 85pb. Le
gene rrs est présent en 5 exemplaires. L'annotation automatique (RAST) prédit la présence de 6562 ORF
dont 1% sont des ARN de transfert ou ribosomaux et 40% peuvent étre classés en groupes fonctionnels.
Les principales fonctions identifiées interviennent dans le métabolisme basal : les acides aminés, les
carbohydrates, les acides gras, les protéines et enfin les cofacteurs.Dans un second temps, I'étude du
transcriptome, sur pomme de terre, de R. erythropolis R138 par RNAseq montre que 252 génes sur les
6562 présents dans le génome sont exprimés. Dans ces conditions, les classes fonctionnelles
prédominantes sont le métabolisme des carbohydrates, des protéines, des ARN et des acides aminés. Au
contraire, 7 classes fonctionnelles présentes sur le génome, ne semblent pas étre exprimées sur tubercule
de pomme de terre.La comparaison du transcriptome de R138 inoculée seule ou co-inoculée avec Pa6276
permettra d’identifier les génes sur- ou sous-exprimés en présence du pathogene sur tubercule.
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Résumé

Les écosystemes aquatiques continentaux représentent des milieux ol la biodiversité est forte a I’échelle
locale. lls sont paradoxalement le siege d’invasions biologiques nombreuses et dont les effets sur les
communautés natives sont parfois spectaculaires. Accidentellement introduite au début des années 1980
dans le marais de Briere, I'écrevisse de Louisiane (Procambarus clarkii) s’est développée au sein d’un
cortege d’autres especes exotiques. L'objectif de ce travail est de mieux comprendre les mécanismes
trophiques associés au succes de cette invasion, et d’identifier les espéces aquatiques pouvant réguler
I'invasion. Pour cela, nous étudions I’écologie trophique de I'écrevisse et son role dans le fonctionnement
de I’écosystéeme, en combinant deux approches: d’'une part, la caractérisation fine du régime alimentaire
de I'écrevisse et celui de ses prédateurs potentiels (bio-controle) par metabarcoding alimentaire
(Pompanon et al. 2012), et d’autre part, I'étude fonctionnelle des réseaux trophiques a partir de I'analyse
des isotopes stables sur les mémes échantillons. L’analyse de metabarcoding alimentaire est réalisée sur
380 individus (écrevisses, proies et prédateurs potentiels) en utilisant une approche innovante basée sur
le séquencage trés haut débit (lllumina) d’un fragment du géne 18S. Le choix de ce géne permet d’étudier
simultanément les compartiments «végétal» et «animal» des régimes alimentaires. Le couplage des
analyses de barcoding alimentaire et des isotopes stables sur les individus d’'un méme réseau trophique
offre des passerelles pour étudier des processus écologiques opérant a des échelles variées dans
I’écosystéme (des relations source-consommateur aux transferts d’énergie). C'est une approche nouvelle
et intégrative pour comprendre la structuration des communautés, I'organisation des réseaux trophiques
et le fonctionnement des écosystemes.
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Résumé

A floristic survey of algal diversity was conducted along Brittany coast from 2011 to 2012 by sampling 140
quadrats of 1/10 m2 within 20 sites. The subtidal flora beneath the canopy of Laminaria digitata and
Laminaria hyperborea were the target of this study and were collected by SCUBA diving. Within each
guadrat, all the seaweeds were sorted by morphotype and identified using the florisitic keys available for
the region. One specimen of each morphotype was preserved frozen for subsequent barcoding analysis.
The CO1-5P and the 5’end of the LSU were sequenced vyielded to ca. 1000 and 400 sequences,
respectively.Molecular assisted taxonomy revealed: 1) the presence of Neurocaulon foliosum which was
seldom reported in Brittany, and therefore constitutes a new record; 2) the existence of a unknown
species of Kallymeniaceae with very distinctive morphological anatomical features and divergent
sequences for LSU and the additional marker rbcL that was used in this case suggesting the presence of
yet undescribed species in the thoroughly studied flora of Brittany; 3) lack of relevance of the characters
highlighted in the determination keys for some taxa difficult to identify at the species level such as
Gelidium. Overall this study constitutes a standardize protocol to survey the algal flora as well as a base
line to monitor it in Brittany.
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Résumé

Plant microbiome can be viewed as a second plant genome and is involved in plant health and
productivity, and in biogeochemical cycles. Recently, this large « hidden diversity» has been investigated
thanks to progress in high-throughput sequencing. Until now, most of studies focused on the «resident»
communities by working on DNA sequences and were restricted to one domain of life. Moreover, the
rhizoplane compartment, i.e. the root surface, which constitute the main entrance for microorganism
colonization, has been overlooked compared to rhizosphere or endosphere. The aim of our study is to
determine whether the active microbial communities are structured by compartments; (the rhizoplane
and the endosphere). The originality of this work is to assess the complexity of a Poaceae root
microbiome, Agrostis stolonifera, by targeting simultaneously active (RNA) and resident (DNA) bacterial
and fungal communities. We will address several questions: (i) are endophyte and epiphyte microbial
communities distinct from one and other; (ii) is the structure observed between endophytes and
epiphytes conserved between resident and active microbial communities? (iii) is the variation among the
Agrostis individuals more important for resident communities compared with active communities?
Variable regions of the 16S and 18S ribosomal RNA genes from 21 individuals were amplified using two
specific primer pairs designed to exclude plant organelle ribosomal genes. Amplicon pyrosequencing
followed by analyses with a dedicated bioinformatic pipeline led to more than 200 000 high quality
sequences divided into 627 fungal and 797 bacterial OTUs, respectively.
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Résumé

In the isopod Armadillidium vulgare, genetic sex determination follows female heterogamety (ZZ males
and ZW females). However, many A. vulgare populations harbor maternally-inherited Wolbachia bacterial
endosymbionts which can convert genetic males into phenotypic females, leading to populations with
female-biased sex ratios. Surprisingly, some A. vulgare lines exhibit female-biased sex ratios despite the
lack of Wolbachia. In these lines, female individuals are ZZ genetic males carrying an unknown feminizing
factor. To elucidate the genetic basis of female sex determination in these lines, we used high throughput
sequencing (lllumina) to get the genome of one of these females. We identified a large piece of the
Wolbachia genome transferred to the A. vulgare nuclear genome. The transferred genomic fragment
shows non-Mendelian inheritance and co-segregates perfectly with the female sex in pedigrees, in
agreement with observed biased sex ratios. These results suggest that sex determination in these A.
vulgare lines is under the control of nuclear gene(s) of bacterial origin. Overall, our results emphasize that
bacterial endosymbionts can be powerful sources of evolutionary novelty for fundamental biological
processes in eukaryotes, such as sex determination.
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Résumé

L'accumulation de métaux lourds dans les sols perturbe et modifie les équilibres compétitifs entre
especes microbiennes et conduit a I’élimination de certaines, a I'implantation de nouvelles et en définitive
a éventuellement une diminution (voire une augmentation) de la diversité biologique. Cependant, la
distribution spatiale non homogeéne et spécifique des microorganismes entre les différents micro-
compartiments des sols suppose un impact écotoxicologique variable lors d’'une contamination métallique
par un ou plusieurs métaux lourds. Afin de mieux comprendre le comportement a micro-échelle des
bactéries en réponse a une pollution métallique, nous avons développé une approche multidisciplinaire
basée sur I'étude de la diversité microbienne via le pyroséquencage du gene de I’ARNr 16S corrélée a la
spéciation chimique de 3 métaux lourds (Cu, Cd et Cr) seuls et en mélange dans les différentes fractions
granulométriques d’un sol sous vigne. Les premiers résultats montrent que chaque micro-compartiment
des sols représente un micro-habitat spécifique pour les bactéries aux propriétés bio-géo-chimiques
particulieres. Cette spécificité confere aux communautés bactériennes de ces compartiments une
sensibilité aux intrants métalliques d’intensité et de durée variables.
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Résumé

With next generation sequencing technologies, millions of amplicons can be obtained from a single
environmental or clinical sample. To reduce this complexity for subsequent analyses, such as taxa
enumeration, ecological statistics and phylogeny, amplicons are clustered into molecular operational
taxonomic units. Current popular clustering methods suffer from two fundamental flaws: arbitrary global
clustering thresholds, and centroid selection induced input-order dependency. Swarm was developed to
solve these flaws by iteratively clustering amplicons with at most n differences, until the cluster reaches
its natural limits. This approach produces stable results and maximizes the amount of meaningful
biological information that can be extracted from amplicon-based studies. Swarm is used by several large
scale projects such as TARA OCEANS, and is available at https://github.com/torognes/swarm.
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Résumé

Les nouvelles technologies de séquencage ouvrent de nouvelles perspectives d’étude sur les organismes
non modeles. Elles fournissent également des solutions a certaines questions auparavant sans réponse
notamment sur les mécanismes génétiques impliqués dans I'adaptation (Stapley et al., 2010). Grace a la
quantité tres importante d’informations qu’elles procurent, elles permettent de travailler sur un nombre
trés important de genes ou sur des familles multigéniques. C'est pourquoi, nous avons choisi d’utiliser les
NGS afin d’étudier I'adaptation aux milieux anthropisés de punaises hématophages vectrices de la
maladie de Chagas en Amérique latine. En effet, cette maladie constituant un véritable probleme de santé
publiqgue (7 a 8 millions de personnes infectées d’aprées I'OMS), des programmes de contrble par
éradication chimique des vecteurs ont été mis en place afin de lutter contre cette maladie. Cela a permis
d’éliminer Rhodnius prolixus de certains pays d’Amérique centrale et Triatoma infestans du Brésil.
Cependant, la domiciliation, c’est-a-dire de colonisation de I’habitat anthropique, est observée pour de
nouvelles especes. Triatoma brasiliensis en est un exemple. Lors de la destruction des habitats sylvatiques
des punaises, notamment par déforestation, le processus de domiciliation est amplifié. Il est donc
impératif de comprendre ce processus afin d’améliorer les méthodes de lutte contre les vecteurs (Lazzari
and Lorenzo, 2009). Le systéme chemosensoriel permet aux punaises d’interagir avec leur environnement
et d’influencer leur comportement (Pelosi et al., 2005). Il pourrait donc jouer un role important dans le
processus de domiciliation. Etudier le systeme chémosensoriel des Triatominae serait donc une maniere
novatrice d’aborder la problématique adaptative de la domiciliation. C'est pourquoi, les transcriptomes
chemosensoriels de; T. brasiliensis et de R. prolixus ont été séquencés pour la premiere fois a haut débit
en 454 et en lllumina. Aprés assemblage de novo, nous avons identifié respectivement chez T. brasiliensis
et chez R. prolixus 22 et 27; transcrits d’OBP (odorant-binding protein) ainsi que 16 et 19 de CSP
(chemosensory proteins). Le nombre de transcrits d’OBP et de CSP étant comparable au nombre de génes
annotés dans le génome de R. prolixus, nous pouvons conclure qu’il n’y a pas d’épissage alternatif; dans
ces familles. Le répertoire d’'OBP et de CSP de ces deux espéces est comparé a celui d’autre Paraneoptera.
L’analyse phylogénétique de ces protéines chez les Paraneoptera suggere un processus d’évolution plus
dynamique pour les OBP et les CSP chez les Triatominae qui pourrait étre lié a leur adaptation a
I’'hématophagie.
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Résumé

Contexte: le concept d’'mologie est fondamental en biologie comparative et constitue un outil crucial pour
I'analyse de la distribution des caracteres. Introduit par Owen en 1843 dans le cadre de |atomie
comparée, ce concept peut s pliquer de la méme fagon aux genes codant pour des protéines. Toutefois,
en biologie moléculaire, la distinction entre genes orthologues, séparés par un événement de spéciation,
et paralogues, separés par une duplication génique spécifique d’unelignée, a longtemps été limitée par
l«<sence de données de séquence pour des génomes complets. Actuellement, le séquencage massif de
génomes permet des analyses exhaustives des relations d’mologie entre génes et familles de genes a
I’échelle d’ phylum entier.Résultats: Nous avons analysé un jeu de données manuellement expertisées de
plus de 2000 séquences protéiques provenant de onze génomes complets de nématodes appartenant a
différents genres, et comprenant des nématodes libres, des parasites d imaux et de plantes, afin d’étudier
les relations d’'mologie au sein des familles multigéniques. Utilisant les neuf autres espéces entierement
séguencées comme extragroupe, nous nous sommes spécialement concentrés sur les deux especes
modeles Caenorhabditis elegans et Pristionchus pacificus pour comparer I'histoire évolutive des enzymes
impliquées dans la détoxication des xénobiotiques et la synthése des acides gras. Nous avons établi que
seule une faible proportion des genes de ces familles sont des orthologues directs, et que leur histoire est
marquée par des duplications massives.Conclusions: Sur un total de 348 genes chez C. elegans et 543 chez
P. pacificus, seuls 37 sont des orthologues directs. Par conséquent, les amplifications massives et les
pertes de génes constituent un phénomeéne trés répandu chez les nématodes. Nous discutons des
conséquences de l«sence quasi-totale d’thologues stricts dans des organismes apparentés et de | plication
du concept d’'mologie pour des genes codant des protéines a I'ere du séquencage de génomes complets.
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Résumé

Avec le développement important des techniques de séquencage a haut débit ces dix derniéres années,
les mesures de la biodiversité subissent un bouleversement méthodologique. Parmi les techniques
émergentes, le DNA metabarcoding (Taberlet et al., 2012), étendant I'idée initiale du DNA barcoding a
I’étude d’échantillons environnementaux complexes comme de I'eau ou du sol. Actuellement, la phase
critique dans ce type d’analyse est le traitement des données qui nécessite de développer des outils
adaptés a ces volumes de données. L’objectif final d’une analyse de DNA metabarcoding est d’obtenir une
description de la diversité taxonomique d’un écosystéme a partir de I’ADN environnemental que I'on peut
en extraire. Plus prosaiquement, une étape clef est d’annoter taxonomiquement les séquences d’ADN
obtenues par NGS. Il s’agit d’'un processus de classification. Ces processus de classification peuvent se
diviser en deux grandes catégories. Les méthodes supervisées permettent d’assigner les séquences a des
taxons en les comparant avec les séquences d’une base de données de référence (Ratnasingham et al.,
2007), et les méthodes non supervisées permettent, en I’'absence d’une base de données de référence, de
regrouper des séquences sur la base de leur similarité en Unités Taxonomiques Opérationnelles (OTUs)
(Blaxter et al., 2005).Les algorithmes de classification en OTUs se basent sur un processus en deux étapes:
I’estimation des similarités entre les séquences, puis le regroupement des séquences en classes. Selon
I'indice de similarité et I'algorithme de classification choisis, le résultat de la classification peut varier de
facon drastique. La méthode de classification doit donc étre soigneusement choisie en fonction de la
raison pour laquelle I'on veut classifier (Huse et al.,, 2010). Deux raisons peuvent étre évoquées pour
justifier le regroupement des séquences en classes de similarité: d’'une part, pallier aux erreurs de
séquencage et de PCR, et d’autre part regrouper dans une méme classe les organismes taxonomiquement
proches.Pour répondre a ce probleme, nous proposons un package de deux programmes : SUMACLUST et
SUMATRA. SUMACLUST implémente un algorithme exact et rapide de clustering similaire a ceux
implémentés dans UCLUST (Edgar, 2010) et CD-HIT (Fu et al, 2012). Cet algorithme est donc
particulierement adapté a l'identification des erreurs de séquencage et de PCR. SUMATRA permet de
calculer de maniére efficace une matrice seuillée de distances entre séquences qui pourra étre utilisée par
d’autres algorithmes de classification comme par exemple MCL (Van Dongen 2010, Zinger et al. 2009).
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Résumé

Nickel is an economically important metal and sustainable phytotechnologies, such as phytoremediation
and phytomining, are developed to limit the impact of nickel mining on the environment. Worldwide,
more than 400 plant species scattered in 40 families are known to accumulate more than 0,1% nickel and
could therefore be used to support the development of these phytotechnologies. However, despite this
large diversity of nickel hyperaccumulators, our knowledge of the molecular mechanisms involved in
nickel tolerance and accumulation is still very scarce and restricted to herbaceous Brassicaceae.ln order to
broaden our knowledge of nickel accumulation, we used NGS technology to sequence the leaf
transcriptome of Psychotria gabriellae, a tropical nickel hyperaccumulator of the Rubiaceae family
endemic from New Caledonia. We obtained more than 30.000 contigs after de novo assembly of the
reads. Among candidate genes involved in nickel homeostasis, we showed that the PgIREG1 transporter
of the ferroportin family is able to transport nickel and localizes in the vacuolar membrane. In addition,
PgIREG1 is more expressed in leaves of P. gabriellae than in the closely related non-accumulator species;
P. semperflorens. Together, these results suggest that PgIREG1 is involved in nickel hyperaccumulation.To
identify additional genes involved in nickel accumulation in Psychotriae, we will compare the shoot and
root transcriptomes of these related hyperaccumulator and non-accumulator species. We will also use
this strategy to identify genes linked to nickel hyperaccumulation in other plant families including
Brassicaceae and Cunoniaceae in order to identify conserved or more divergent mechanisms involved in
nickel accumulation in plants.
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Résumé

Le pois est I'une des légumineuses les plus cultivées dans le monde. Cependant, son rendement et la
qualité des graines sont affectés par une multitude d’agents pathogénes. Chez les plantes, la classe des
NBS-LRRs (Nucleotide-Binding-Site Leucine-Rich-Repeats) est celle qui comporte la majorité des génes de
résistance assurant la défense contre ces pathogenes. Ces génes partagent des motifs conservés; au
niveau du domaine NBS ce qui facilite I'identification de séquences potentiellement associées a la
résistance dites analogues de génes de résistance (RGAs). L’entification des RGAs; permet |'établissement
d’une base capitale pour I'amélioration de cette légumineuse.Dans le présent travail, nous nous sommes
proposé d’identifier des RGAs chez Pisum sativum. Pour se faire, nous avons dans une premiere étape
amplifié et cloné des RGAs a partir de trois variétés de pois grace a des amorces désignées a partir du
domaine NBS. Au total, 17 RGAs ont été obtenues dont 10 appartiennent a la sous-classe des TIR-NBS-
LRRs et 7 a la sous-classe des CC-NBS-LRRs. Dans une deuxiéme étape, nous avons utilisé ces séquences
en combinaison avec des génes de résistance appartenant a différentes classes pour rechercher in silico
d’autres RGAs a partir des banques ESTs de P. sativum. Le TBlastn nous a permis de détecter 150 ESTs
présentant des homologies significatives (E-value < 1e-10; score > 100). Le BlastX de ces séquences, nous
a permis d’identifier dix présentant des homologies avec des protéines de résistance de; la classe des
NBS-LRRs. L’analyse phylogénétique a montré que sur ces 10 séquences, cinq appartiennent a la sous-
classe des TIR-NBS-LRRs et cing a la sous-classe des CC-NBS-LRRs.La comparaison par alignement des 27
RGAs identifiés a montré I'existence de sites multiples de délétion, de mutations de types Frameshift ainsi
que plusieurs substitutions méme au niveau des domaines conservés caractéristiques de la classe NBS-
LRR. En outre, I'analyse des séquences par le logiciel PROSITE a révélé la présence de plusieurs sites de
phosphorylation impliqués dans la transduction des signaux. Les résultats de cette étude donnent un
apercu sur la variabilité des génes de résistance de la classe NBS-LRRs chez le pois et présentent ainsi une
ressource de données utilisables pour | élioration variétale de cette légumineuse.
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Résumé

Les végétaux influencent leur environnement microbien via I'exsudation de nombreux composés au
niveau de leurs racines (1). Dans le cas des Plantes Génétiquement Modifiées (PGM), I'expression des
transgénes peut modifier la composition des exsudats racinaires, donc la composition de la flore
bactérienne associée (2). Nous avons étudié I'impact d’un biais d’exsudation lié a la transgenese, sur la
bactérioflore racinaire, en utilisant des PGM modeles, productrices d’un composé surnuméraire,
I’octopine (3), a deux concentrations. Nous montrons que la modification de la densité des membres de la
communauté dégradatrice d’octopine n’est perceptible qu’a forte concentration de ce composé. Afin
d’affiner ces résultats, nous avons utilisé un systeme d’exsudation artificiel en sol. Dans ce dernier cas, le
biais carboné a consisté au remplacement des acides organiques par de I'octopine (de 0 a 75% du carbone
total apporté). Une augmentation linéaire de la fréquence des membres de la communauté utilisatrice
d’octopine dans la population cultivable a été observée. En paralléle, nous avons extrait I’ADN bactérien
et effectué un pyroséquencage des régions V1-V2 des genes rrs. Cette analyse montre que sur la structure
globale de la population bactérienne est peu modifiée. Néanmoins I'addition des exsudats synthétiques
stimule - sur la durée de I'expérience (soit 8 jours) - les bactéries du genre Pseudomonas, Sphingomonas,
Hydrogenophaga et Variovorax. L’addition d’octopine stimule de maniére significative les populations
d’Ensifer. Cette analyse a permis la mise en place d’'uneméthode d’analyse statistique des données
d plicon 16S utilisant le package DESeq, initialement développé pour les analyses SAGE ou RNAseq. En
conclusion de cette analyse, le biais carboné induit par la transgenése peut modifie la proportion relative
des utilisateurs de certains composés affectés par la trangénése, et donc la structure de la population
bactérienne.
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Résumé

Elucidation of crop pathogen emergence is usually based exclusively on analysis of populations associated
with epidemics and, thus, is restricted to an agricultural framework. But recent research on ecology and
evolution of the plant pathogen Pseudomonas syringae showed that numerous environmental habitats
linked to the water cycle represent significant reservoirs of the bacterium and contribute to the
emergence of crop pathogens [1, 2]. Therefore, the role of these environmental pools in the emergence
of crop pathogens needs to be more deeply investigated. With the development of Whole Genome
Sequencing (WGS), population genomics is today the best approach to unravel population structure, gene
flow, adaptation and evolutionary history of bacterial pathogens. In this study, we performed such an
approach focusing on two phylogenetic groups within the P. syringae complex. We sequenced
approximately one hundred strains isolated from diseased plants and the environment using the Illlumina
HiSeq sequencer. Then, adaptation to crops was inferred by a genome-wide association study, which
allows identifying genes associated with either phenotypes or isolation metadata [3]. A phylogenetic
network was also build to reconstruct the evolutionary history of the two groups and correlate phylogeny
with isolation habitats. Overall, our results obtained so far confirm that inclusion of environmental
pathogen pools is a prerequisite for elucidation of crop pathogen emergence.
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Résumé

It is now recognized that telluric microorganisms play a major role in ecosystem functioning, through
their trophic exchanges with plants. However, the role of soil microbial diversity for primary production
remains controversial, and the role of the whole soil microbial diversity on microbe-plant symbiotic
interactions remains unexplored. Here, we manipulated soil microbial diversity by inoculating a
sterilized soil with serial dilutions of a suspension from the same non-sterilized soil, to determine the
consequences of different microbial diversity on the growth and fitness of three plant species with
decreasing degree of symbiotic dependence: Medicago truncatula, Brachypodium distachyon and
Arabidopsis thaliana. The results showed that symbiotic interactions are negatively affected by the
decreasing of the surrounding microbial diversity. The impact of a decreased microbial diversity on
plants depends on their reliance on symbionts. M. truncatula was negatively affected by erosion while
B. distachyon was positively affected and there was a significant effect on A. thaliana. These results are
of interest to predict the consequences of soil microbial diversity erosion, on crop plants, according to
their symbiotic interactions.
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Résumé

Les nématodes entomopathogenes (NEPs) des genres Heterorhabditis et Steinernema sont des
pathogenes d’insectes du sol et sont commercialisés comme bio-insecticides pour lutter contre certains
ravageurs de culture. Les stades infestants (lJs) vivent a I’état libre dans les sols et transportent en
symbiose dans leur tube digestif des Entérobactéries des genres Xenorhabdus et Photorhabdus qui seront
ensuite libérées dans les insectes parasités. Il s’agit d’associations hautement spécifiques, puisque chaque
espece de nématode est associée généralement a une espéce de bactéries. Les bactéries symbiotiques
sécretent un tres grand nombre de toxines insecticides, de molécules immuno-suppressives, de molécules
antibiotiques et d’enzymes de dégradation. Les nématodes utilisent leurs symbiontes bactériens comme
armes pour tuer l'insecte, pour éliminer une grande partie des micro-organismes compétiteurs et
convertir la dépouille en sources nutritives, qui leurs permettront de se développer et de se multiplier.
Lorsque les ressources sont épuisées, les nématodes se réassocient a leurs bactéries et quittent la
dépouille de I'insecte ;a la recherche de nouvelles proies.Si le cycle biologique des nématodes et le réle
joué par les symbiontes lors du processus infectieux sont bien documentés, peu de choses sont connues
sur I"écosystéme microbien; transporté par la forme 1) du nématode. Il a été montré que des bactéries
appartenant a des genres tres variés (Acinetobacter, Ochrobactrum, Paenibacillus, Pseudomonas,
Alcaligenes, etc...) étaient régulierement associés aux NEPs (1, 2). ;Nous nous intéressons au laboratoire a
la caractérisation de ce microbiome dans le processus infectieux du couple bactério-helminthique, en
combinant de la comparaison génomique bactérienne in silico et de la métagénomique du microbiome du
nématode.L’analyse de génomique comparative met en évidence que les bactéries Xenorhabdus et
Photorhabdus partagent de nombreux génes de leur génome accessoire avec des bactéries de
I’environnement (sol et plantes), ce qui suggere des transferts génétiques horizontaux fréquents avec ces
bactéries dans des niches écologiques communes comme le nématode ou le cadavre de l'insecte. Les
premiers résultats de description du microbiome de populations de nématodes stockés au laboratoire
et/ou prélevées dans I'environnement obtenus en PCR-TTGE ciblant ’ADNr 16S réveélent la présence d’un
cortége bactérien stable chez certains nématodes.Ces données préliminaires permettront par la suite
d’engager un programme de séquencage a haut débit pour identifier en profondeur ce microbiome. A
moyen terme, ce projet permettra de caractériser le pathobiome des nématodes entomopathogenes et le
role de I’'holobionte (macroorganisme et son cortége de microorganismes) dans le processus infectieux
des NEPs.
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Résumé

Little is known on the genes and gene interactions involved in inter-population genetic divergence in the
context of secondary contact. The marine bivalve Macoma balthica has a complex biogeographic history
in the NE Atlantic, punctuated by multiple events of trans-arctic invasions and the establishment of
secondary contact zones. We used transcriptome-wide DNA sequence data to explore patterns of
divergence and selection across divergent M. balthica populations, with emphasis on genes involved in
mitochondrial processes. Analysis of non-synonymous to synonymous mutation (dN/dS) ratios revealed
that up to 5% and 45% of the 752 tested genes were under positive and negative selection (respectively),
with genes involved in mitochondrial energy production detected in both categories. Over 87% of genes
coding for mitochondrial-targeting proteins were under negative selection. We evaluated potential
adaptive protein evolution of the ATP synthase gamma subunit, because strong population differentiation
was detected for this gene. A sliding window analysis of dN/dS revealed that this gene, while under strong
negative selection overall (dN/dS = 0.08), showed strong positive selection (dN/dS > 2) along a 46-residue
fragment (15% of the sequence). This area contains peptide-binding sites that may interact with the
epsilon subunit (F1) and the mitochondrial-encoded FO portion of the ATP synthase FO/F1 complex. Gene
ontology terms associated with the mitochondrial machinery and multiple binding activities (including
ATP binding) are enriched across populations, many of these terms being also enriched across divergent
populations of the copepod Tigriopus californicus, a recognized model for the study of early stages of
speciation in which mito-nuclear incompabilities were detected. There is therefore accumulating evidence
suggesting that mitochondrial-targeting proteins and their interactions play a role in maintaining
population divergence in M. balthica.
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Résumé

Le séquencage nouvelle génération de I’ADN génomique associé aux sites de restrictions (RADseq) est
devenu une approche populaire en génomique des populations, permettant de générer des milliers de
SNPs pour un grand nombre d’individus. En revanche, encore peu d’études empiriques ont utilisé le
génotypage par RADseq pour répondre a des questions évolutives entre espéces divergentes. A travers
deux exemples, nous illustrons I'applicabilité de I'approche de RADseq par simple digestion (sdRADseq)
pour effectuer des scans génomiques a plusieurs échelles évolutives. Premiérement, nous présentons
I'une des premieres études empiriques de RADseq conduites au niveau inter-familial. Ainsi, 'analyse par
RADseq (enzyme Notl) de deux espéces de cétacés appartenant a des familles différentes (dauphin
commun: Delphinidae; marsouin: Phocoenidae) a révélé que de nombreux loci orthologues peuvent étre
obtenus a cette échelle taxonomique. En effet, 66% du nombre total de loci génotypés au sein d’une seule
espece étaient aussi présents dans tous les individus de la comparaison inter-familiale. La date de
divergence entre ces deux familles de cétacés est récente (estimée a 14 a 19 ma). Nos résultats sont donc
en accord avec les conclusions de deux études in silico récentes, prédisant qu’une large proportion des
loci devrait étre conservée lorsque I'analyse RADseq est conduite au sein de groupes taxonomiques ayant
divergé récemment. Notre second modele biologique est un groupe de coraux profonds, le genre
Chrysogorgia, pour lequel les marqueurs génétiques de délimitation d’espéces classiques apportent peu
de résolution. Des comparaisons morphologie — marqueur mitochondrial suggerent qu’une seule
mutation sur les 700 premiers nucléotides de mtMuts pourrait séparer plusieurs espéces. L'analyse RAD
(enzyme Sbfl) suggére que le nombre de sites orthologues diminue trés vite au sein ce genre, puisque
plus de 95% des loci sont perdus lorsque des individus séparés par une mutation sur mtMuts son
comparés. Des especes de clades différents au sein du genre, séparés par 11 et 15 mutations sur mtMuts
n’ont quasiment aucun loci en commun (0.2% et 0%, respectivement) en utilisant les mémes parameétres
d’analyse. Ces données RADseq permettrons donc de guider la délimitation d’espéce de Chrysogorgia,
mais entre especes relativement proches. Les deux exemples qui sont présentés démontrent donc
I'intérét du génotypage par RADseq au-dela de I'analyse populationnelle, mais soulignent la nécessité de
bien considérer le temps de divergence ainsi que le niveau d’évolution moléculaire spécifique de chaque
lignée afin d’obtenir suffisamment de loci orthologues.
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Résumé

Propionibacterium freudenreichii is a food grade bacterium consumed both in cheeses and in probiotic
preparations. Its promising probiotic potential largely relying on active release of beneficial metabolites
within the gut as well as expression of key surface proteins involved in immunomodulation, deserves to
be explored more deeply. Adaptation to the colon environment is a prerequisite to the active release of
propionibacterial beneficial metabolites and constitutes a bottleneck for beneficial bacteria metabolic
activity in vivo. Mechanisms allowing P. freudenreichii adaptation to digestive stresses have been only
studied in vitro so far. Our aim was therefore to study P. freudenreichii metabolic adaptation to intra-
colonic conditions in situ. We maintained a pure culture of P. freudenreichii, contained in a dialysis bag,
within the colon of vigilant piglets during 24 hours. A transcriptomic analysis identified the metabolic
pathways induced by this environment, in comparison with control propionibacteria maintained in spent
culture medium. We observed drastic changes in the catabolism of sugars and amino-acids with a down-
regulation of glycolysis, Wood-Werkman cycle and oxidative phosphorylation pathways but induction of
specific carbohydrate catabolism and alternative pathways to produce NADH, NADPH, ATP and precursors
(utilization of propanediol, gluconate, lactate, purine and pyrimidine and amino-acids). Protein involved in
response to stress were down-regulated and genes specifically expressed during cell division were
induced, suggesting that P. freudenreichii adapted its metabolism to the new conditions encountered in
the colon. This study constitutes the first molecular demonstration of P. freudenreichii activity and
physiological adaptation in vivo within the colon.
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Résumé

Identification of benthic marine algae is usually based on field-collected macroscopic specimens, which
excludes minute thalli present in the turf community and the bank of microscopic stages. To include such
algae, we have in 2011/12 collected substratum, incubated it in conditions permitting growth, isolated
minute thalli of developing brown algae, and identified them by molecular barcoding. Partial 5’-COI
sequences (658bp) were obtained for 361 clones (274 from Roscoff, Brittany, 39 from the western, 42
from the eastern Mediterranean, 6 from Jeju Island, Korea). They were compared to published and newly
generated sequences of reference taxa. The main results were COl sequences of approximately 77 species
of brown algae, 17 of which could be identified due to sequence similarity with reference taxa; detection
of three putative new members of the Ectocarpaceae; detection of cryptic species between Atlantic and
Mediterranean taxa; detection of variation in COl in common taxa. Current work aims at identifying more
of the clones by morphological examination of the cultures. The method employed is also suitable to
study algae for which there is only limited access, such as species present in deeper water or at
geographically remote locations.
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Résumé

L’évolution récente des techniques de séquencage haut-débit permet a la communauté scientifique de
séquencer tous les jours plus d’organismes «non-modéles». Une fagon d’exploiter ces nombreux génomes
est de leur associer des réseaux métaboliques afin de comprendre plus en détail certains aspects de la
biologie de ces organismes. Nous présenterons ici une méthode de reconstruction de réseaux
métaboliques, axée sur un point de vue «fonctionnel». En effet, I'idée est d’identifier les réactions qui
permettent dapliquer la présence de molécules clef du métabolisme ou de molécules possédant un
intérét particulier dans certaines conditions environnementales, notamment |'adaptation aux stress
abiotiques. Pour se faire, aprés la création d’un premier draft métabolique se basant sur une étude des
annotations génomiques et une recherche d’thologie, notre méthode repose sur une étape de «gap-
filling» automatisée. Celle-ci permet d’améliorer la qualité du réseau en reconstruisant plus précisément
des voies métaboliques particulieres permettant la production de molécules d’intérét.Une fois le réseau
reconstruit, celui-ci peut étre utilisé pour étudier des processus physiologiques liés a I'adaptation et/ou
I'acclimatation a des contraintes abiotiques. De plus, le processus de reconstruction peut aider a la ré-
annotation fonctionnelle de génome. Il pourra corriger ou compléter les informations associées aux génes
et aux protéines d’un organisme donné. Nous avons appliqué cette méthode pour la reconstruction d’un
réseau métabolique d’Ectocarpus siliculosus, une algue brune soumise a de fortes contraintes abiotiques
dans son habitat, la zone de balancement des marées. En se basant sur un exemple concret de
métabolisme important chez cette algue, le cycle du mannitol, nous montrerons les différentes étapes de
reconstruction liées a notre méthode, ainsi que les résultats obtenus, notamment pour la ré-annotation
de certains genes associés a ce métabolisme.
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Résumé

Les classifications sont des constructions qui permettent de communiquer sur |'entité, les propriétés et
les attributs des taxons : le nom est I'outil central de ces constructions. Depuis la révolution hennigienne,
les classifications tentent de traduire de maniéere objective et réfutable les relations de parenté mises en
évidence dans les arbres phylogénétiques. Depuis la révolution moléculaire, la production d’arbres — et
donc d’hypotheses phylogénétiques nouvelles — connait un succes phénoménal. Beaucoup cependant ne
débouchent pas sur de nouvelles classifications ; la publication des résultats se préte a la discussion sur la
robustesse des noeuds et a la mono-, para- ou polyphylie des taxons discutés : la phylogénie moléculaire
tombe bien souvent en panne sur le chemin des classifications. Il faut y voir en partie lifet de prudence
scientifique justifiée, mais sans doute davantage la méconnaissance des outils et méthodes qui régissent
I’établissement des classifications. En présentant deux exemples issus des travaux de notre équipe (en
partie obtenus grace au projet «Bibliothéque Du Vivant») - la superfamille des Conoidea (Gastropoda) et
la sous-famille des Bathymodiolinae (Bivalvia, Mytilidae), nous montrons le processus qui conduit de la
phylogénie moléculaire a la classification. Ce processus s’appuie sur des régles, issues d’une part de
I'approche phylogénétique (par exemple, les noms ne sont pas appliqués a des groupes para- ou
polyphylétiques) et d autre part du Code International de Nomenclature Zoologique (par exemple, la regle
de priorité s’applique si plusieurs noms sont disponibles; les noms sont attribués en fonction de la
position des taxons-types dans I'arbre). La question des rangs est la moins consensuelle, et reste une
source de stabilité des classifications.
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Résumé

La délimitation des especes repose sur des méthodes les plus objectives et répétables possibles - et on
convient généralement d tribuer ces qualités a la taxonomie intégrative, ce qui en fait une démarche
scientifique. Les noms servent ensuite a désigner les espéces (et/ou les taxons d’autres rangs) ainsi
délimitées. Depuis la deuxieme moitié du 19éme siecle, les types porte-nom, ou holotypes, établissent un
lien en principe objectif entre le monde réel des individus de la nature et le monde virtuel des noms,
établis arbitrairement par les naturalistes. Contrairement aux images caricaturales et déformées
véhiculées sur la nomenclature zoologique, les holotypes ne sont pas des spécimens typiques d’une
espece : ce sont des porte-noms auxquels sont applicables toutes les analyses taxonomiques qui
conduisent a les placer avec un groupe de spécimens qui considére conspécifiques et qui porteront le
méme nom que lui. Les caracteres moléculaires apportent aux délimitations dapeces une robustesse
souvent sans précédent dans I'histoire de la taxonomie, mais I'application des noms reste contrainte par
les types porte-noms hérités de la systématique morphologique. Un hologénophore est en méme temps
un holotype - un spécimen porte-nom - et un spécimen séquencé - donc intégrable dans les jeux de
données moléculaires. Cette nouvelle génération d’lotypes est timidement en train de s’établblir comme
standard lorsque la taxonomie intégrative débouche sur la description dapeces nouvelles. Il reste les deux
millions dapéces déja nommées - et dont les holotypes échappent le plus souvent aux possibilités
d analyse moléculaire. Les bactériologistes ont fait leur révolution nomenclaturale tout moléculaire en
1980. Les botanistes ont établi le concept d’épitype - qui vient compléter un holotype dont la fonction de
porte-nom est défaillante. Les zoologistes peinent encore a trouver leur voie. A 'aide de plusieurs
exemples issus de nos travaux sur les crustacés, les mollusques et les monogénes parasites, réalisés en
partie dans le cadre du projet BdV, les différents problémes liés a I'application des noms aux espéces
«moléculaires», et a leurs descriptions sont discutés.
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EXPLORER LA DIVERSITE ET LA PLASTICITE DU REGIME ALIMENTAIRE D’UNE
POPULATION DE PRIMATES A L’ECHELLE D’UN PAYSAGE HETEROGENE :
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Résumé

En milieu tropical, la plupart des espéeces évoluent au sein de mosaiques paysageres complexes faconnées
par les activités anthropiques et doivent faire face a des profonds changements dans la distribution et la
composition des leurs habitats. C'est le cas d’'une grande majorité des primates dont la survie dépend
fortement de leur plasticité en terme de comportement alimentaire et notamment de leur capacité a
exploiter les ressources offertes dans ces nouveaux habitats. Or on ne connait que tres peu de choses sur
la flexibilité des régimes alimentaires des primates car la plupart des études portent sur un unique groupe
d’individus a une échelle locale. Une des raisons a cela est que acquisition de données sur I'alimentation
par observation directe est fastidieuse, demande une importante expertise taxonomique et reste
impossible pour un grand nombre d’espéces nocturnes et/ou cryptiques. Nous montrerons au cours de
cet exposé comment I'émergence des nouvelles techniques de séquencage haut-débit combinée a
I’'expansion des méthodes d’identification code-barres ADN permet désormais d’obtenir des données
précises sur les plantes consommeées pour des centaines d’individus simultanément a partir de I’ADN
présent dans leurs feces et donc d’évaluer la diversité et la plasticité des régimes alimentaires a de larges
échelles spatiales et temporelles. Nous montrerons comment ce type d’approche dites de
“métabarcoding alimentaire” (Taberlet et al. 2012) nous a permis de caractériser I'importante diversité du
régime alimentaire d’'une espéce menacée de lémurien mais également d’lustrer l'influence de
I'hétérogénéité de son habitat ;(ouverture et type de forét) sur la variabilité de son régime ;a I'échelle de
I'ensemble de son aire de distribution (Quéméré et al.2013). Nous illustrerons également I'importance de
la constitution d’une base locale de référence de code-barres ADN ; ainsi que de I'apport précieux des
taxonomistes dans notre étude. Enfin nous discuterons de quelques limitations de cette d’approche en
proposant quelques perspectives.
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Résumé

Assessment of tick movements is particularly important for the understanding of the eco-epidemiology of
tick-borne-diseases and for the design of control methods against this vector and transmitted pathogens.
Tick dispersal is mainly due to host movements. However, because of the high diversity of Ixodes ricinus
hosts, to which is associated a wide range of dispersal abilities (ranging from a few meters for rodents to
hundred of kilometers for birds) and of the unknown relative contribution of the different host species in
tick feeding, estimating tick dispersal is a particularly challenging task. Moreover, capture-mark-recapture
methods cannot be used for those small animals with their growth interrupted by molting. Thus,
population genetics - through the assessment of gene flow -; provides a particularly valuable tool to
estimate tick dispersal. Unfortunately, the microsatellite loci — considered as the most powerful markers
for populations genetics studies due to their hypervariable and co-dominant features — developed until
now for I. ricinus exhibit heterozygous deficiency and null alleles that are harmful for any population
genetics investigations. To circumvent this caveat, we have developed a set of 384 SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism). The genotyping of those bi-allelic markers is unambiguous and
straightforward and the large number of loci allows a wide coverage of the polymorphism in the whole I.
ricinus genome. Because of the scarcity of genomic resources for I. ricinus, we have conducted a partial
sequencing of its genome to isolate SNPs. Among the 1,2 millions of reads obtained (average length 540
bp), SNPs were isolated using an original bioinformatic method. A set of three primers have been
designed for each individual SNP locus. Finally, a Fluidigm array was used to allow the genotyping of
individual ticks on 384 different SNPs. Five hundred questing nymphs — individually georeferenced -
collected in a landscape (including forests, hedges and pastures) from western France were genotyped.
The analysis of the variability of tick populations with landscape genetics tools will be discussed.
Moreover, each genotyped ticks is also analyzed to identify the host used for its previous blood meal and
Anaplasma phagocytophilum, Borrelia bugdorferi as well as Babesia divergens are looked for and
characterized molecularly. It will thus possible to investigate potential associations of tick genotypes with
particular hosts, pathogens or biotope.
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Résumé

Le genre d’ucOéatiques a thalle Riccardia (Aneuraceae) est représenté a I'échelle mondiales par 280
especes, nombre probablement surestimé a cause d’un fort degré de synonymie (Furuki, 1991; Preussing
et al., 2010). 223 spécimens ont été séquencés, représentant environ 50 especes distribuées sur les six
continents. Les identifications, toujours délicates dans ce genre du fait de la plasticité morphologique des
thalles (Jones, 1956; Schuster, 1964; Hewson, 1970), ont été vérifiées avant et aprés les analyses
phylogénétiques. Les marqueurs chloroplastiques rps4 et trnL-F ont été utilisés, comme précédemment
proposé dans la seule phylogénie de la famille incluant des Riccardia (Preussing et al., 2010). L’analyse
phylogénétique a été menée en utilisant le critéere de maximum de parcimonie, implémenté sous PAUP.
L'analyse des deux marqueurs pris indépendamment ainsi que de leur combinaison a confirmé la
monophylie du genre, mais pas celle des sous-genres ni des sections traditionnellement décrits (Hassel de
Menendez, 1972; Schuster, 1987; Furuki, 1991). Leur validité systématique peut sans doute étre remise
en cause. Certains clades représentant de grands ensembles bio-géographiques sont mis en évidence,
comme les clades africains et sud-américains, trés bien soutenus. La référence de I'origine géographique
des spécimens a été optimisée sous Mesquite et I'hypothése d’une origine néotropicale du genre est
proposée. L'optimisation de nouveaux caractéres morpho-anatomiques associée a un enrichissement de
notre échantillonnage nous permettra de mieux appréhender les modeles évolutifs pour ce genre.

Références bibliographiques

FURUKI, T. (1991) — A taxonomical revision of the Aneuraceae (Hepaticae) of Japan, J Hattori Bot Lab 70 :
293-397.HASSEL DE MENENDEZ, G. G. (1972) — Revision Taxonomica del Genero Riccardia (Hepaticae),
Botanica IV(1) : 1-242.HEWSON, H. J. (1970) — The family Aneuraceae in Australia and New Guinea : the
genus Aneura, Proc Linn Soc NSW 94 Part2 : 174-193.JONES, E. (1956) — The genus Riccardia;in Tropical
Africa, Trans Brit Bryol Soc 3 : 74-84.PREUSSING, M., OLSSON, S., SCHAFER-VERKIMP, A., WICKETT, N.,
WICKE, D. & NEBEL, M. (2010) — New insights of the evolution of the liverwort family Aneuracaea
(Metzgeriales, Marchantiophyta), with emphasis on the genus Lobatiriccardia, Taxon 59(5) : 1424-
1240.SCHUSTER, R. (1964) — Studies on antipodal Hepaticae, 4. Metzgeriales., ] Hattori Bot Lab 27 : 183-
216.SCHUSTER, R. M. (1987) — Studies on Metzgeriales. I. North American Aneuraceae, J Hattori Bot Lab
62 : 299-329.STECH, M. & QUANDT, D. (2010) — 20,000 species and five key markers: The status of
molecular bryophyte phylogenetics, Phytotaxa 9 : 196-228.

Mots-clés
Phylogénie, Marchantiophyta, Aneuraceae, hépatiques

2¢me colloque de Génomique Environnementale Page 144



ARTHEMIS DB : A NEW DATABASE FOR THE IDENTIFICATION OF ARTHROPOD
SPECIES.

Poster n°84

Auteur
Jean-Yves Rasplus

Liste compléte des auteurs - Affiliations
Arthemis collaborators123456
1 INRA - UMR 1062 CBGP (INRA/IRD/CIRAD/SupAgro) Montferrier-sur-Lez, France.
2 ANSES — LSV, unité entomologie et plantes invasives, CBGP, Montferrier-sur Lez, France.
3 INRA — UR 0633 Zoologie Forestiére, Orléans, France
4 INRA —UMR 1099 BiO3P, Rennes France
5 INRA — UMR 1355 ISA, Sophia Antipolis, France
6 MNHN - UMR 7205 (CNRS), Département de Systématique & Evolution, Paris, France.

Résumé

We introduce Arthemis database and its associated web interface for the identification of Arthropod
species (http://arthemisdb.supagro.inra.fr). We started uploading the 30,000 DNA sequences of various
markers generated during the @-speed-ID and BdV projects. In the next months, the relational database
developed using the software Biolomics (Bioaware) will contain about 50,000 sequences from about 6000
species of Coleoptera, Hymenoptera, Hemiptera, Lepidoptera, Nevroptera, Diptera and Acari either pests,
parasitoids, quarantine for Europe or collected during biodiversity inventories. Users can query the
database from the website for information about species taxonomy, biology (e.g. host range),
distribution, iconography and specimens storage and collection information (sampling sites have been
mapped on Google Earth). A BLAST search enabling users to compare a query sequence with the barcode
library to get identification is also available on the website.
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Résumé

La systématique du genre Riccardia (Embryophyta, Marchantiophyta, Aneuraceae) est réputée difficile,
notamment a cause de la plasticité morphologique des thalles, qui rend délicate la définition de
caractéres fiables pour décrire et identifier les especes. Comme | écrit E.W. Jones dans les années
soixante «...it is not to be expected that any treatment of the African species can be anything more than
tentative”. Une révision du genre Riccardia pour I'rique a été entreprise, s puyant sur une approche de
taxonomie intégrative basée sur des caracteres morphologiques et moléculaires. Plus de 500 séquences
ont été générées a partir de 360 spécimens africains, représentant dix espéces décrites et cinqg morpho-
groupes non décrits. L-N a été extrait, amplifié et séquencé pour 3 marqueurs chloroplastiques (matk,
psba-trnH, trnL-F) et un marqueur nucléaire (ITS2), avec un succes variable selon les marqueurs. Les
analyses phylogénétiques ont été réalisées pour chaque marqueur indépendamment et sur plusieurs
combinaisons (e.g. psba-trnH+trnLF, ITS2 + les trois marqueurs chloroplastiques). Les premiers résultats
montrent que (1) seule une espéce décrite est retrouvée dans les analyses moléculaires (R. compacta), (2)
plusieurs especes décrites sont dispersées dans plusieurs lignées moléculaires, suggérant laistence de
plusieurs especes cryptiques (e.g. R. amazonica), (3) les morpho-groupes non décrits sont retrouvées de
facon identique par les analyses moléculaires, confirmant présence d’espéces non décrites en Afrique.
Nos données refletent la complexité de la taxonomie du genre et font émerger plusieurs hypothéses, qui,
associées a une réinterprétation de la morphologie, vont permettre de délimiter avec plus de précision les
especes africaines de Riccardia.
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DYNAMIQUE SPATIO-TEMPORELLE D’UN AGENT PATHOGENE EMERGEANT
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Résumé

L'émergence de nouveaux pathogeénes constitue une sérieuse menace pour 'Homme et pour la
biodiversité. La compréhension des facteurs écologiques et évolutifs sous-jacents a I'’émergence des
pathogenes passe en partie par la connaissance de leurs dynamiques spatio-temporelles. En particulier il
est important de distinguer si la présence de pathogenes émergeants résulte de I’expansion de
populations initialement présentes en moindre densité (i.e. espece locale) ou de l'introduction de
populations non-native. Dans cette étude, nous avons utilisé 'approche ABC (i.e. Approximate Bayesian
Computation) afin de déterminer le statut (i.e. local ou non-natif) et de retracer la dynamique spatio-
temporelle de Tracheliastes polycolpus, un ectoparasite copépode récemment identifié en France qui
affecte plusieurs espéces de poissons d’eau douce. Dans un premier temps, la structure génétique
actuelle des populations de T. polycolpus a été identifiée a I’échelle nationale a I'aide d’analyses de
génétique des populations sur la base de 16 marqueurs microsatellites. Plusieurs scénarios de dynamique
spatio-temporelle du pathogéne ont ensuite été simulés et testés en utilisant I'approche ABC sur la base
de la structure génétique identifiée précédemment. Nos résultats suggérent fortement que les
populations de T. polycolpus en France sont issues de I'introduction d’une vingtaine d’individus provenant
d’'une méme population source dont l'origine reste cependant inconnue. Nous montrons que ces
individus ont été introduits dans le bassin de la Loire dans les années 1920 et sont a l'origine d’une
population couvrant aujourd’hui plusieurs bassins versants du centre de la France. Des événements de
migration a partir de cette population initiale ont permis a T. polycolpus de coloniser des régions
périphériques au Nord et au Sud-Ouest de la France dans les années 1930. Ces résultats illustrent la
pertinence de [I'utilisation des méthodes ABC pour retracer la dynamique spatio-temporelle de
pathogenes peu documentés. Cette étude constitue une base sur laquelle est bati un projet actuellement
en cours, visant a comprendre les bases génomiques des réponses adaptatives des populations de
poissons face a la nouvelle pression parasitaire exercée par T. polycolpus.
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Résumé

Photosynthetic eukaryotes that arose and diversified through different endosymbiotic events hold key
roles in diverse ecosystems of the biosphere. They occupy different major eukaryotic lineages and exhibit
a very large morphological diversity. In the ocean, photosynthetic eukaryotes, traditionally called
phytoplankton, are significant players in trophic networks and global biogeochemical processes,
structuring and sustaining one of the largest ecosystems on earth. High-throughput sequencing of
phylogenetic markers (metabarcoding) is now an enticing approach to explore diversity and ecology of
phytoplankton in the environment. Yet, this molecular method relies on reference sequences from
isolated and identified organisms for a thorough assignation of environmental barcodes. Here, we built an
extensive database of the plastidial 16S rRNA gene from different eukaryotic lineages. To do so, we
obtained sequences from the GenBank nucleotide database (excluding environmental sequences), and
from >200 cultured phytoplankton strains of the Roscoff Culture Collection by PCR amplifications.
Sequences of terrestrial and freshwater eukaryotes, but also from some cyanobacteria (n = 60) were also
included. In total, the database contains about 1000 sequences of the 16S rRNA that were subjected to
alignment and phylogenetic analyses to carefully checked putative errors and taxonomic conflicts. A wide
diversity of eukaryotic lineages is represented: Apicomplexa (12 sequences), Apicomplexa-like (12), very
few dinoflagellates because of their very fast-evolving plastid genes (12), Diatoms (158),
Bolidophyceae/Parmales (14), Dictyochophytes (28), Pelagophytes (47), Raphidophytes (18), Phaeophytes
(5), Pinguiophytes (7), Chrysophytes (18), Eustigmatophytes (5), Haptophytes (126), Cryptophytes (56),
Euglenophytes (52), Chlorophytes (237), Streptophytes (44), Glaucophytes (4), Chlorachniophytes (15),
Rappemonads (6) and Rhodophytes (76). Although it can be slightly less resolutive than other group-
specific barcodes (e.g. 28S rRNA, rbcL), the plastidial 16S rRNA turns to be a very promising barcode to
have a rapid and global view of photosynthetic organisms in the environment. This database that will be
regularly updated by new sequences will be publicly available through a web interface.
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Résumé

Les coléopteres saproxyligues — associés au bois mort ou a d’autres insectes, champignons et
microorganismes qui le décomposent — jouent un réle majeur dans les cycles biogéochimiques des
écosystemes forestiers. lls sont les agents d’importants services écosystémiques et sont régulierement
utilisés comme indicateurs biologiques.Sur le seul territoire francais, ol le présent projet est réalisé, ces
insectes comptent environ 2500 especes réparties dans 71 familles. Pour le suivi a large échelle des
communautés de ces insectes, une telle diversité représente un véritable défi en termes de tri et
d’identification du matériel collecté. Un seul piege d’'interception, tel qu’utilisé classiquement, peut en
effet produire plusieurs centaines et méme des milliers d’individus.Dans le cadre du projet PASSIFOR,
nous développons une approche de «métabarcoding;ADN» mettant a profit les capacités analytiques des
NGS (Nouvelles Générations de Séquenceurs) pour faciliter et améliorer le suivi de la diversité des
coléopteres saproxyliques en tant qu’indicateurs. Notre étude utilise la technologie lllumina® Mi-Seq pour
documenter la diversité spécifique d’échantillons totaux («soupes d’individus») résultant de pieges
d’interception. Différentes conditions expérimentales sont testées pour étudier leur impact sur I'efficacité
de notre approche, notamment I'effet de la richesse totale de I’échantillon, de I'abondance et de la
biomasse relative des especes, ou encore des méthodes de collecte et de préservation des
échantillons.L’identification moléculaire des especes est rendue possible par I'utilisation de bases de
données publiques existantes et par la construction d’une nouvelle librairie de référence associant les
séquences de codes-barres ADN et les identifications taxinomiques d’experts pour environ 580 especes
européennes (855 spécimens échantillonnés dans 47 familles). Applicable a large échelle, cette approche
ouvre de nouvelles perspectives de recherche utilisant ces insectes comme indicateurs forestiers.
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Résumé

Les Lépidopteres sont I'un des ordres d’insectes les plus diversifiés avec plus de 160,000 espéces décrites.
Cette diversité, leur abondance et leurs relations étroites avec leurs plantes-hotes en font d’intéressants
indicateurs écologiques. Malheureusement, I'expertise taxonomique rare et incompléete de ces insectes
limite souvent leur étude a celle des papillons diurnes. La vaste majorité des especes est en effet difficile
ou méme impossible a identifier, tout particulierement dans les régions intertropicales ot de nombreuses
especes sont encore non décrites et ol des familles entiéres sont orphelines de spécialistes. Au cours des
10 dernieres années, le développement d’une librairie globale de codes-barres ADN pour la faune
mondiale des Lépidopteres a considérablement modifié I'acces a leur identification spécifique, ouvrant de
nouvelles perspectives de recherche pour les systématiciens, les écologistes ou les biologistes de la
conservation. Lors de cette présentation, j'introduirai brievement la librairie de référence de codes-barres
ADN pour les Lépidopteres. Cette librairie est la plus avancée a ce jour et compte déja pres de 750,000
séquences pour plus de 75,000 especes. Je présenterai ensuite 'exemple d’une étude écologique réalisée
le long d’un gradient de déforestation en Amazonie, avec pour objets d’étude deux familles de papillons,
les Saturniidae et les Sphingidae. Pour plus de 1,700 spécimens collectés, nous avons utilisé une approche
de type métabarcoding par pyroséquencage (Roche-454) pour chacune des 54 fermes échantillonnées le
long du transect. Ces résultats sont comparés a ceux obtenus par une identification morphologique des
spécimens, et discutés a la lumiére d’'un contréle des identifications par séquengage Sanger. Cette étude
démontre le potentiel de ['utilisation des NGS dans une approche de la biodiversité de type
métabarcoding pour des problématiques écologiques ou de biologie de la conservation. L’'identification
précise des espéces grace a la librairie de référence permet d’accéder aux données associées a ces noms
d’especes dans la littérature et dans des bases de données, comme la distribution géographique ou les
plantes-hotes.
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Amazonie
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Résumé

Les maladies infectieuses émergentes représentent une menace majeure pour la conservation de la
biodiversité. Ces maladies peuvent, via la baisse d’effectif des populations infectées, avoir des
conséquences négatives sur leurs caractéristiques génétiques. Les épidémies jouent également un réle
direct dans I'adaptation et I'évolution des populations en exercant une forte pression de sélection.
Cependant, la distinction entre les causes sélectives et démographiques sur la diversité génétique de
populations subissant des perturbations est rendue difficile par les effets confondants de ces deux
processus. Afin d’étudier les effets relatifs de ces deux processus, le complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) est un bon candidat étant donné que c’est un complexe sélectionné aux fonctions bien connues.
Lors de cette étude, nous cherchons a déterminer et caractériser I'impact de I'épidémie Ebola sur le
potentiel évolutif de deux populations de gorilles des plaines de I'est en République du Congo. La
comparaison de la variabilité génétique du CMH avec celle de marqueurs neutres permettra donc de
conclure sur I'impact sélectif ou démographique de la maladie Ebola. Nous avons utilisé des échantillons
non-invasifs (féces) provenant de deux populations situés sur deux sites distincts et couvrant les périodes
pré et post-Ebola. L’échantillonnage non invasif permet d’effectuer des études génétiques sur des
populations sauvages sans avoir a les manipuler mais fournit généralement de I’ADN dégradé. Ceci est
problématique dans |I‘étude de la variabilité du CMH qui s’effectue classiquement par I'amplification de
fragments de plus de 400 bp. Récemment plusieurs auteurs ont proposé |'utilisation de marqueurs
microsatellites liés au CMH pour haplotyper un grand nombre d’individus. Ainsi, nous avons mis en place
un protocole d’haplotypage de I'exon 2 de la sous-région DRB du CMH classe Il via l'utilisation d’un
marqueur microsatellite lié. Il est également a noter que cet exon 2, ainsi que le microsatellite associé,
peut étre dupliqué jusqu’a 4 fois chez le gorille.Afin de s’assurer de la fiabilité du protocole d’haplotypage,
nous avons également utilisé les techniques de séquencage haut-débit pour étudier la variabilité des
séquences de I'exon 2 de 30 individus et la de comparer a celle du microsatellite associé.
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FUNGAL COMMUNITY STRUCTURE IN ALPINE CUSHION PLANT FOLLOWS THE
GENETIC SIMILARITY RULE.
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Résumé

Soil microorganisms are key players of terrestrial ecosystem functioning due to their role in organic
matter recycling and their interactions with plants. Thus, soil microbial communities may be an extended
phenotype of plants; if so, plant genetic should correlate with composition of soil microbial communities.
To test this hypothesis, we studied the genetic variability within S. acaulis and its correlation with the
composition of associated fungal communities. 90 plant individuals established along elevation gradients
from two closed calcareous and siliceous mountains in the French Alps were genotyped using Amplified
Fragments Length Polymorphism. Soil fungal communities were characterized by sequencing of ITS1
amplicons (lllumina pair-end 250 bp). After reads trimming, a total of 66,023 dereplicated sequences
accounting for 1,863,941 reads were clustered in Molecular Taxonomic Units (MOTU) at similarity
thresholds ranging from 90 to 98%. Taxonomic assignation was performed using global alignment and
Most Recent Common Ancestor algorithm (ecotag program,
http://metabarcoding.org//obitools/doc/scripts/ecotag.html) and a refined version of the UNITE
database. Population genetic analysis of S. acaulis revealed 3 genetic groups. Two occurred only on
calcareous bedrock, the remaining one occurred on both bedrocks. Each genetic group significantly
hosted a compositionally particular fungal community. Further, the more the cushions were genetically
distant the more their associated fungal communities differed. This relationship was higher at the finest
taxonomic resolution, i.e. for MOTU defined at 98%, showing fine interaction between plant and fungi.
We identified MOTUs at different taxonomic resolution having ecological preference, i.e. MOTUs that are
mostly found in one plant group and are few in the others. This results support the hypothesis that plant
genetic factor dominates over environmental context on fungal assembly. Our study supports the
importance of plant genetics to community processes and proposes soil fungi as the extended phenotype
of alpine cushions.
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Résumé

Les protistes marins sont caractérisés par une trés forte diversité. La coexistence de nombreuses espéces
au sein d’une méme masse d’eau relativement homogéne constitue un véritable paradoxe. La
diversification des niches écologiques (saisonnalité, réles fonctionnels, interactions) est tres
probablement a I'origine de cette coexistence et permet également la stabilité des écosystemes marins.
Caractériser ces niches écologiques est aujourd’hui primordial dans la compréhension du fonctionnement
des écosystemes et de I'écologie des microorganismes marins. Dans cette étude, nous avons choisi
d’aborder cette question par le suivi temporel des communautés sur des pas de temps relativement
resserrés en essayant de définir si des espéces/groupes planctoniques proches génétiquement ont une
période d’occurrence différente ou synchrone, ce qui pourrait suggérer une différenciation en niches
particuliéres ou de possibles associations privilégiées (coopérations type mutualisme ou commensalisme
et interactions antagonistes).Pour cela des échantillons de trois classes de taille (micro; > 20 um; ; nano >
3um; pico > 0.22 um) de protistes marins ont été prélevés dans les eaux de surface de la Baie de
Concarneau (Bretagne Sud) pendant la période de Mars a Juillet 2012 avec une fréquence
d’échantillonnage bi-hebdomadaire. La diversité génétique des protistes a été analysée par séquencage a
haut débit (Roche 454 GS- FLX, région V4 du 18S). Cette approche nous a permis effectivement de
caractériser de maniére précise I'évolution de la biodiversité de la communauté échantillonnée tout en
étudiant la phénologie de certains groupes de protistes marins autotrophes et/ou hétérotrophes.Une
premiére annotation utilisant la base de données PR2 (Protist Ribosomal Reference database, http://ssu-
rrna.org/) a permis de révéler la dominance des Stramenopiles durant toute la durée de I’échantillonnage
au sein des trois classes de taille analysées. La diversité génétique des groupes les plus abondants a
ensuite été finement analysée par similarité de séquence avec les références de la Base PR2. En cas
d’assignation imprécise, une analyse manuelle a permis (pour les reads abondants) soit d éliorer la qualité
de | notation dans PR2, soit d"troduire dans PR2 de nouvelles séquences de référence. Ce travail aboutit a
la discrimination la plus fine possible des différents génotypes le long de notre suivi et a la discrimination
temporelle des niches écologiques au sein du plancton marin.
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Résumé

Soils suppressive to soil-borne diseases are defined by a low disease incidence in spite of the presence of
a virulent pathogen and a susceptible plant. In many cases, the inhibition of the disease development
relies on the activity of the resident soil microbiome.To identify taxonomic microbial indicators linked to
the suppressiveness phenotype of soils, culture independent-based methods have been employed to
analyse and compare microbial dynamics in two different soils suppressive to either Rhizoctonia solani
damping-off disease of sugar beet or Fusarium wilt disease on flax. Fungal and bacterial taxonomic
biodiversity were estimated from ITS and 16S genes by amplicon pyrosequencing. To that end,
metagenomic DNA was extracted from the rhizosphere of plants grown in soils with different level of
suppressiveness.
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Résumé

Microbial communities have a central role in ecosystem processes by driving the Earth’s biogeochemical
cycles. However, the importance of microbial diversity for ecosystem functioning is still debated. Here, we
experimentally manipulated the soil microbial community using a dilution approach to analyze the
functional consequences of diversity loss. A trait-centered approach was embraced using the denitrifiers
as model guild due to their role in nitrogen cycling, a major ecosystem service. How various diversity
metrics related to richness, eveness and phylogenetic diversity of the soil denitrifier community were
affected by the removal experiment was assessed by 454 sequencing. As expected, the diversity metrics
indicated a decrease in diversity in the 1/103 and 1/105 dilution treatments compared with the undiluted
one. However, the extent of dilution and the corresponding reduction in diversity were not
commensurate, as a dilution of five orders of magnitude resulted in a 75% decrease in estimated richness.
This reduction in denitrifier diversity resulted in a significantly lower potential denitrification activity in
soil of up to 4-5 folds. Addition of wheat residues significantly increased differences in potential
denitrification between diversity levels, indicating that the resource level can influence the shape of the
microbial diversity—functioning relationship. This study shows that microbial diversity loss can alter
terrestrial ecosystem processes, which suggests that the importance of functional redundancy in soil
microbial communities has been overstated.
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Résumé

En région Méditerranéenne, la Truffe noire Tuber melanosporum colonise spontanément des boisements
jeunes issus de I'abandon agro-pastoral. Sa production est en déclin continu depuis un siecle, malgré la
mise en place de plantations d’arbres inoculés dont le passage en production reste aléatoire, démontrant
que I'écologie de la Truffe reste mal appréhendée. La présence de mycélium de Truffe est marquée par
une zone de «brilé», pauvre en végétation. Les truffieres spontanées évoluent dans le temps et leur
production tend a s’éteindre avec la fermeture de I’écosystéme. Hormis les essences connues pour abriter
la Truffe (chénes, noisetier) des études ont montré que des especes de truffes mycorhizent aussi des
plantes arbustives comme des cistes (Comandini et al., 2006) ou encore herbacées comme des orchidées
(Selosse et al., 2004). Notre objectif est de mieux comprendre I'évolution temporelle des communautés
ectomycorhiziennes en truffiere naturelle, et de cerner la place qu’occupe la Truffe dans un réseau entre
plantes. En effet, la vision de la symbiose ectomycorhizienne comme la base d’un réseau reliant des
plantes voisines (Selosse et al., 2006) permet d’envisager des interactions indirectes entre plantes. Par
ailleurs, le partage d’espéces ectomycorhiziennes joue un réle crucial dans les successions végétales
(Richard et al., 2009). Des ectomycorhizes de chéne vert (Quercus ilex) et kermes (Q. coccifera),
d’arbousier (Arbutus unedo) et de ciste cotonneux (Cistus albidus) ont été prélevés dans des truffieres
spontanées des Pyrénées-Orientales. Afin d’avoir une vision de la dynamique des communautés
ectomycorhiziennes dans le temps, 4 stades ont été échantillonnés; brGlé immature non producteur,
brGlé producteur, brGlé agé apres production, futaie agée. Au total 800 ectomycorhizes ont été
séquencées (barcoding par I'lTS) grace au projet Bibliothéque du Vivant. Des OTUs ont été définies a 97%
de similarité. L’assignation du genre a été réalisée par blast sous GenBank et UNITE, en vue de
caractériser le réseau.Globalement, le vieillissement de la truffiere s’accompagne d’un changement
progressif des communautés ectomycorhiziennes, avec une réduction de la fréquence des espéces
d’Ascomycetes, dont celles appartenant au genre Tuber. Parmi les 7,3% des ectomycorhizes rattachées
genre au Tuber, Tuber melanosporum est présente seulement sur chéne vert, au stade de truffiere en
production, alors que 54% des OTUs sont communes a au moins deux especes de plantes hotes. Une
étude approfondie de la topologie du réseau est en cours et dégagera un schéma clair des interactions
entre les hotes et leurs symbiontes ectomycorhiziens.
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Résumé

BackgroundThe trematode flatworms of the genus Schistosoma, the causative agents of schistosomiasis,
are among the most prevalent parasites in humans, affecting more than 200 million people worldwide. In
this study, we focused on two well-characterized strains of S. mansoni, to explore signatures of selection.
Both strains are highly inbred and exhibit differences in life history traits, in particular in their
compatibility with the intermediate host Biomphalaria glabrata.Methodology/Principal FindingsWe
performed high throughput sequencing of DNA from pools of individuals of each strain using lllumina
technology and identified single nucleotide polymorphisms (SNP) and copy number variations (CNV). In
total, 708,898 SNPs were identified and roughly 2,000 CNVs. The SNPs revealed low nucleotide diversity
(mt = 2 x 10-4) within each strain and a high differentiation level (Fst = 0.73) between them. Based on a
recently developed in-silico approach, we further detected 12 and 19 private (i.e. specific non-
overlapping) selective sweeps among the 121 and 151 sweeps found in total for each
strain.Conclusions/SignificanceFunctional annotation of transcripts lying in the private selective sweeps
revealed specific selection for functions related to parasitic interaction (e.g. cell-cell adhesion or redox
reactions). Despite high differentiation between strains, we identified evolutionary convergence of genes
related to proteolysis, known as a key virulence factor and a potential target of drug and vaccine
development. Our data show that pool-sequencing can be used for the detection of selective sweeps in
parasite populations and enables one to identify biological functions under selection.
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Résumé

Les changements globaux peuvent altérer I'environnement des populations pathogénes et de leurs hotes
et ainsi offrir 'opportunité aux microorganismes de s’adapter a de nouveaux hoOtes provoquant
I’émergence de nouvelles maladies. Chez la pomme de terre, des modifications de la structure des
populations pathogenes responsables de pourritures humides des tubercules et de jambe noire au champ
ont été observées depuis quelques décennies en Europe, avec I'émergence de deux nouveaux agents
pathogénes appartenant au genre Dickeya, D. solani et D. dianthicola, auparavant inféodés aux zones
tropicales et aux cultures en serre (1). Notre projet de recherche vise a comprendre comment ces deux
especes se sont récemment adaptées a leur nouvel héte, Solanum tuberosum, et a évaluer l'influence des
facteurs anthropiques sur ce processus adaptatif. Dans ce but, nous avons débuté la comparaison de ces
deux espéces bactériennes en couplant des approches de génomiques comparative et fonctionnelle, ainsi
que de génomique comparative des populations. Dans une premiere approche, nous avons déterminé la
séquence génomique compléte d’'une souche de chacune de ces 2 espéces, isolées de plants de pomme
de terre atteints de jambe noire. Ces génomes ont été comparés entre eux et avec le génome de la
souche modele de Dickeya, D. dadantii 3937. Ces trois génomes sont trés proches quant au nombre de
genes conservés et leur synténie. Chez ces 3 souches, nous avons détecté des différences dans I'arsenal
de systemes toxine-antitoxine, différences qui pourraient étre impliquées dans les compétitions inter-
spécifiques dans I'environnement. Il est intéressant de noter également que la majorité des quelques
centaines de genes souches-spécifiques est regroupée dans des régions génomiques qui peuvent
également contenir des génes liés a des éléments extrachromosomiques, signes de transferts horizontaux
potentiels. Chez D. solani, la majorité des régions génomiques spécifiques regroupent des genes prédits
comme codant des systémes de transport et des voies métaboliques. Pour corréler la présence de ces
régions a un phénotype, nous avons entrepris une comparaison des capacités métaboliques des 3 espéces
de Dickeya a l'aide de plaques Biolog. Par ailleurs, nous avons entrepris I'analyse fonctionnelle de la
diversité des Dickeya responsables de jambe noire en comparant par RNAseq les profils d’expression de
D. solani et D. dianthicola, au cours de deux étapes de I'infection de I’hote : la colonisation des racines de
plants de pomme de terre et le début de I'apparition des symptomes de macération dans le tubercule.
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Résumé

We used three different methods, size-selected genomic library, cross-species amplification of a mammal-
wide set of conserved microsatellites and 454 genomic sequencing, to develop a panel of 43
microsatellite loci for the short-beaked echidna (Tachyglossus aculeatus). These loci were screened
against 13 individuals from three different regions (Tasmania, Kangaroo Island, Perth region), spanning
the breadth of the range of the short-beaked echidna. Nine of the 43 tested loci amplified reliably,
generated clear peaks on the electropherogram and were polymorphic, with the number of alleles per
locus ranging from two to eight (mean = 3.78) in the individuals tested and expected heterozygosity
ranging from 0.19 to 0.84. The genomic sequencing approach using data derived from the Roche FLX
platform is likely to provide the most promising method to develop echidna microsatellites. The
microsatellite markers developed here are currently used to assess genetic diversity in nuclear
microsatellite loci and investigate the population structure and phylogeography of the short-beaked
echidna at the broad scale of Australia. These markers will also facilitate further studies on the
conservation genetics of endangered Zaglossus species.
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Résumé

As the main choke point of the global ocean circulation, the Agulhas leakage has been intensively studied
by physicists, but little is known about its role in the biological transport. A major part of this leakage
occurs as anticyclonic rings formed at the Agulhas retroflection move into the South Atlantic gyre. During
their evolution, these warm, salty rings mix with fresher, colder waters. The main questions here
addressed will be: i/ Do the Agulhas rings deliver Indian Ocean plankton “as is” to the South Atlantic? ii/
How do plankton isolated in rings deal with strong environmental change as they travel past the choke
point ? These questions were addressed using a specific TARA Oceans expedition dataset consisting of
nine sampling stations from the three oceans surrounding the Agulhas choke point (Indian, Atlantic and
Southern Oceans) and two stations specifically targeting Agulhas rings (9 months and 3 years-old
respectively). Typical of Agulhas rings, water in the young ring is characterized by a water temperature
which is 5°C lower than Indian source waters, a deep mixed layer of 250m depth and a high concentration
of NO2.Both imagery and genetics analyses of the samples gave consistent patterns of plankton
populations: i/ The Southern Ocean plankton community appeared isolated, while Atlantic and Indian
Oceans displayed similar plankton community. ii/ The young ring displayed neither typical Indian nor
Atlantic nor Southern community profile, while the old ring displayed an Atlantic community profile. iii/
Taxonomic groups were not equally affected by environmental changes occuring during the ring
formation, e.g. smaller organisms (fraction < 5 um) seemed to be more resilient than larger plankton
(>5um).The high similarity between Indian and South Atlantic Oceans plankton communities suggests that
Agulhas leakage is highly efficient in plankton transport across the Agulhas choke point. However, since
the ring plankton community per se is atypical of both source and destination oceans, two hypotheses are
proposed: 1) plankton community structure is severely remodeled due to environmental forcing during
ring transport but recovers a typical Indian/Atlantic signature as the plankton is progressively dispersed
into the Atlantic; 2) the Indian / Atlantic plankton similarity is maintained by a transport mechanism
independent from Agulhas rings that is less prone to severe environmental shifts.
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Résumé

Les cyanobactéries benthiques se développent sous forme de biofilms au fond de certaines rivieres peu
profondes. Dans des conditions environnementales encore mal connues, elles peuvent proliférer et poser
des problémes sanitaires car certaines especes produisent des neurotoxines qui sont responsables,
chaque année, de la mort d’animaux en France et dans d’autres pays. Au sein des biofilms, les
cyanobactéries cohabitent avec d’autres producteurs primaires (diatomées et chlorophycées
principalement) mais aussi avec d’autres bactéries. Pour mieux comprendre la dynamique du
développement des biofilms ainsi que le déterminisme des proliférations et la production de toxines,
nous développons des travaux sur deux rivieres francaises, la Loue et le Tarn. Les deux questions
principales abordées sont (i) de déterminer quelles sont les conditions environnementales qui favorisent
la dominance des cyanobactéries dans les biofilms et conduisent a leur prolifération, et (ii) d’évaluer la
composition et la diversité de ces biofilms a cyanobactéries et de rechercher s’il existe des associations
privilégiées au sein des biofilms, entre les cyanobactéries et les autres microorganismes
présents.L’utilisation d’'une sonde spectrofluorimétrique, combinée a des échantillonnages classiques, a
tout d’abord montré que les biofilms de la Loue étaient le plus souvent composés d’une association entre
des cyanobactéries et des diatomées, dont les biomasses relatives et absolues varient en fonction de
parameétres environnementaux, telles que la nature du substrat et la vitesse du courant. Par une approche
moléculaire (pyroséquencage 454 sur un fragment d’ARNr 16S), il est apparu que la composante
bactérienne de ces biofilms présente une trés grande diversité, méme si les protéobactéries (56%) et en
particulier les alphaprotéobactéries (43%) dominent toujours ces communautés. Parmi ces derniéres, les
OTU les plus abondantes appartiennent au genre Rhodobacter (8%), qui est connu pour posséder des
capacités métaboliques tres diverses, dont celle de réaliser la photosynthese. Ce résultat suggere que ces
bactéries contribuent significativement a la production primaire dans cette riviere, en complément des
cyanobactéries et des microalgues. Enfin, des variations spatiotemporelles ont été observées dans la
composition de ces biofilms en liaison avec leur origine géographique et les dates de prélevement. Une
approche similaire a celle réalisée sur les communautés bactériennes est en cours d’analyse sur la
communauté de microeucaryotes (pyroséquencage d’'un fragment d’ARNr 18S). Elle devrait nous
permettre de mieux connaitre cette communauté et d’identifier des associations entre bactéries et
eucaryotes.
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