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Introduction

v’ Dendro-microhabitats

v'Problemes méthodologiques
L Echantillonnage - perturbation du milieu
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SAMPLING OF WOOD MOULD FROM TREE HOLES

ood mould from tree hole

. .
2 x 15g of
wood
mould

\ \

Falcons of 50ml

Sample 1 Sample 1
Replicate A Replicate B
Environmental

DNA

16 cavités Vierzon (chéne et hétre)
10 cavités Rambouillet (chéne)

Barcoding

B Berlese funnel

Sieving of ‘

Living remaining

invertebrates wood mould P\

Individual DNA

“\ 5  Invertebrate

remains
Metabarcoding



Introduction

A. Les communautés retrouvées par I’approche sur 1’humus

(ADNe) rassemblent les communautés retrouvées par les

« Macro-restes » « Individus vivants »

deux autres approches

« Humus »

B. Les communautés partagent des especes

C. Les communautés sont complétement différentes

« Macro-restes » « Macro-restes »

« Individus
vivants »

« Individus vivants »
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=) Développement d’une méthode de suivi des cavites en diminuant la perturbation lié a
I’échantillonnage



Matériels et méthodes

Code-barres ADN

v Echantillonnage /
L Identification morphologique (Guilhem Parmain, INRAE Nogent sur \/

L Photographie des 1343 individus A LA

L Prélevement tissu U A
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v Traitement molé

L ¢Canadian

L Extractiol

L Séquenca




Résultats et discussion

v' Réussite de sequencage géeneral v’ Différent taux de séquencage entre les ordres
L Taux de sequencage = 76.5% (984 séquences sur 1343 individus)
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Introduction Materiels et méthodes Résultats et discussion Conclusions et perspectives

Class
v Niveau d’identification

L Ordre, 984 individus séquencés (100%) _—
=
L Famille 980 (99.6%) ﬁ

L Genre 857 (87.1%) % Family
O
L Espéce 757 (76.9%) =
S

Genus

Species

0 250 500 750 1000
Number of individuals




Introduction Materiels et méthodes Résultats et discussion Conclusions et perspectives

v' Communauté d’arthropodes trés diverse

L 6 classes, 20 ordres, 75 familles et 125 especes.

Group
Arachnida
Chilopoda

. Collembola

. Diplopoda

. Malacostraca

. Insecta

Coleoptera

Diptera

392 Diptera 54.4%

Hymenoptera 223 Coleoptera 30.9%

. Lepidoptera
. Others

. Unknown Order




Introduction Materiels et méthodes Résultats et discussion Conclusions et perspectives

Taxa majoritairement infeodés aux milieux décomposées/en décomposition

La majorité des regimes alimentaires des familles retrouvées sont en lien avec le milieu cavicole et
varient en fonction de leur stade de développement.
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Introduction Materiels et méthodes Résultats et discussion Conclusions et perspectives

v Richesse spécifique. 125 espéces
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72% (311 sur es ic
60% (259 :
60% (431 sur 721) des insectes

ences sont des Iz

Order

Family

Genus

Larval identification level

Species
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Introduction Materiels et méthodes Résultats et discussion Conclusions et perspectives

v" Les 10 especes les plus représentées dans les individus barcodés

Ampedus nigerrimus (34 larves)
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Amorces Leray *

PROTOCOLE EXTRACTION - QUANTIFICATION -AMPLIFICATION

LCO1490 Tag 39-mICOlintF
NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel) .
Bind —Wash —Elute T
Removal N
of Contaminants > Tag 39-jgHC02198
©
4 L
= r<
+ — — — — Lod
solution Phosphate ®
: - <4 313pb
15 minutes ® .
Bind DNA to -
Precipit Load supernatant onto NucleoSpin®
OD::;E:;::‘S NucleoSpin® Inhibitor Soil Column, apply Elut: ptule DI\T:
Remowval Columns efficient wash steps, sady 10 use
dry the mambranga downstream PCR
A
< L ¢ < @
.
=
Be o v wee o =
- - - -
1 a 3 fois
- — —
" "
- s »
» =S

* Leray, M. et al. A new versatile primer set targeting a short fragment of the mitochondrial COI region for
metabarcoding metazoan diversity: application for characterizing coral reef fish gut contents. Front. Zool. 10, 34 (2013).



BILAN DES TESTS D’AMPLIFICATION

L. . PCR
Série Nom .__|Concentration .
. P . Commentaire amorces | Conclusion
extraction | échantillon (en ng/ul)
Leray
CAV1A Purif 1 8,337 OK
CAV2A Purif 2 7,513 OK
CAV3A Purif 2 4,345 ++ OK
CAVS8A Purif 1 7,877 ++ OK
CAV11A Purif 2 7,037 + OK
CAV17A Purif 2 6,883 ++ OK
CAV19A Purif 2 6,558 OK
Jour 1 CAV20A 3,324 +/- OK
CAV21A Purif 1 9,846 ++ OK
CAV22A Purif 1 5,544 + OK
CAV23A Purif 2 3,268 ++ OK
CAV14A 2,321 +/-- OK
CAV18A Purif 2 4,654 ++ OK
CAV10A Purif 2 3,617 ++ OK
CAV10B Purif 2 3,109 + OK
T1 ext
CAV16A Purif 1 14,67 OK
CAV16B Purif 1 16,234
CAV12A
CAV12B
RAM1A Purif 2
RAM3A Purif 2 4,865
RAMA4A Purif 2 4,387
RAMS5A Purif 2 2,819
Jour 2 RAM7A Purif 2 5,11
RAMSA Purif 1 9,864 + OK
RAM9A Purif 1 11,257 ++ OK
RAM10A Purif 2 6,223
RAM2A Purif 1 6,65
RAMGA Purif 2 4,522
TPrelA Purif 1 2,641
TPrelA Purif 2 2,9
T2 ext

. . PCR
Série Nom . |Concentration .
. . . Commentaire amorces |Conclusion
extraction| échantillon (en ng/ul)
Leray
CAV1B Purif 1 10,214 ++ OK
CAV2B Purif 2 5,227
CAV3B Purif 2 4,842
CAV8B Purif 1 12,667
CAV11B 3,044 +/- OK
CAV17B Purif 2 3,08 + OK
CAV19B Purif 2 3,936 ++ OK
ours |_cavooe |NNURASNNN o026 |+ | o
CAV21B Purif 1 7,734 ++ OK
CAV22B Purif 2 3,598 ++ OK
CAV23B Purif 2 2,844 ++ OK
CAV14B
CAV18B Purif 2
RAM1B Purif 2 5,42
RAM3B Purif 2 6,253
T3 ext
RAM4B Purif 2 7,32 ++ OK
RAMS5B Purif 2 4,47 ++ OK
RAM7B Purif 2 7,065 _ OK
RAMS8B Purif 1 9,243 ++ OK
RAM9B Purif 1 13,604 + OK
Jour 4 RAM10B Purif 2 7,915 OK
RAM2B Purif 1 8,434 OK
RAM6B Purif 2 5,908 OK
TPrelB Purif 1 3,802 +/- KO
TPrelB Purif 2 5,859 - OK
T4ext




Métabarcoding du terreau

 Amplicon de 313-pb | 3 réplicas PCR par échantillon | read

o Assignation taxonomique BOLDIGGER (> 87% similarité)

o 28 MOTUs d'insectes

o ol identifiés au niveau espéce

o Diptera: 27 MOTUs
 [oleoptera: 18
 Hymenoptera: 4

* Hemiptera: Z

 |epidoptera: |



Protocol for Amplitying DNA from body remains sieved from wood

mould of tree holes

LABORATORY PROCESSING
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Arthropod remains Remains grinding Lysis DNA Extractmn
NucleoMag® Tissue
[Machergy-Nagel}
‘A
Dilutions Purification
PCR PCR QlAamp® DNA Mini  Nucleospin® Soil QlAamp® Fast DNA
(313 bp) (130 bp) Kit (Qiagen) (Macherey-Nagel) Stool Mini Kit
& 2 | 5 S
Dilutions l l
l l PCR PCR
(130 bp) (130 bp}
PCR PCR +C* ] s
(130 bp) (130 bp) -
{ 3 i 4

INHIBITORS REMOVAL

Spectrophotometry on VARIAN Cary 50
Curves indicate samples’ absorbance at various
wavelengths (max DNA abs. ~260 nm)

M | :
;j!‘l“ iy A Post-extraction

3 | | "Iv\““l‘ H [‘1{’"”"_ | .
3 L " % NucleoMag® Tissue
v Mg ; ) (Macherey-Nagel)

Abs

0.15+

o

250 300 [
Wavelength (nm) £ TR

0.0/ v

B Post-purification

Abs

% NucleoSpin® Soil
(Macherey-Nagel)

! i
250 300
Wavelength (nm})




Métabarcoding des macrorestes

 Amplicon de 127-pb | 3 réplicas PCR par échantillon | read

o Assignation taxonomique BOLDIGGER (> 7% similarite)

o |3 MOTUs d'insectes

|3 identifiés au niveau espece

 Diptera: TMOTUs
» [oleoptera: 7

e Psocodea: |



Les trois méthodes sont complémentaires

Macrorestes Terreau Prionychus ater (Tenebrionidae)

'

Insectes vivants Berlesés

Abraeus perpusillus (Histeridae)
Lycoriella agraria (Sciaridae) |

19



