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Zone hybride: région ou des populations génétiguement différenciées se rencontrent,
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Zone hybride: région ou des populations génétiguement différenciées se rencontrent,
se reproduisent et produisent des populations hybrides (Barton & Hewitt 1985)
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Contexte spatial particulier: zone de contact entre espéeces naissantes

‘ informations quant aux processus de spéciation



* Zone hybride clinale Population
Espéce 1 hybride Espéce 2

Distance géographique

e.g. le cas des sauterelles (Butlin 1998), des souris (Raufaste 2001)

e Zone hybride mosaique
Espece 1

Population \
hybride ~ Espece 2

e.g. le cas des criquets (Howard et al. 1998) et moules(Bierne et al. 2002)



* Zone hybride clinale Population
Espéce 1 hybride Espeéce 2

Distance géographique
Contact secondaire & Isolement reproductif intrinseque

e Zone hybride mosaique
Espece 1

Population \
hybride ~ Espece 2

Spéciation sympatrique & Isolement reproductif écologique (adaptation locale)



Zones hybrides multifactorielles
Ex. de Bombina bombina et B. variegata (Szymura & Barton 1986)
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Le cas de I"hippocampe moucheté Hippocampus guttulatus

* Faibles capacités de dispersion
(peu mobile, territorial,
fertilisation interne, phase
dispersive courte)

* Rare : petite taille de
population




Le cas de I"hippocampe moucheté Hippocampus guttulatus

* Faibles capacités de dispersion
(peu mobile, territorial,
fertilisation interne, phase
dispersive courte)

* Rare : petite taille de
population

une forte différenciation génétique entre des
populations isolées et de petites tailles
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Le cas de I"hippocampe moucheté Hippocampus guttulatus

@® mer
A lagune

Linking molecular evolution to species biology and ecology.

Transcriptome complet de 6 H. guttulatus
de 3 localités (Croisic, Faro and Thau)

(Rominguier et al. 2014) 4 espéces idenﬁﬁées
mmmm) 286 SNPs BeadXpress isolement reproducteur trés fort



Développer (« suffisamment ») de nouveaux marqueurs chez une espece non modele
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Développer (« suffisamment ») de nouveaux marqueurs chez une espece non modele

Population
hybride

Espece 1 Espéce 2

C/é 1> ® mer Espece 1 Espéce 2
A lagune

Distance géographique

22

4 especes identifiées
isolement reproducteur tres fort
Identification de 14 outliers

Objectifs:

* De nouveaux sites lagunaires et maritimes
* De nouveaux marqueurs

0.1 +
0.001 0.01 0.1 1 10 100

Diversité génétique de I'espéce

chez Hippocampus guttulatus, espece non modele & peu polymorphe 'nvestissement parental



Développer (« suffisamment ») de nouveaux marqueurs chez une espece non modele

Objectifs:

* De nouveaux sites lagunaires et maritimes
* De nouveaux marqueurs
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Développer (« suffisamment ») de nouveaux marqueurs chez une espece non modele

Objectifs:

* De nouveaux sites lagunaires et maritimes
* De nouveaux marqueurs
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19 individus en commun typés BeadXpress



Développer (« suffisamment ») de nouveaux marqueurs chez une espece non modele

Objectifs:

* De nouveaux sites lagunaires et maritimes V
* De nouveaux marqueurs

Sonde 1 Région d’intéret Sonde 2

P7 index 1 sonde 1 région d’intéret sonde 2 index 2 P5

700 margueurs — 96 individus — 2 jours de paillasse — 1 run MiSeq



|. Design des sondes
Il. Préparation des librairies
lll. Séquencage

V. Analyses bio-informatiques



I. Design des sondes

Linking mole: tion to species biology and ecology.

7151 SNPs
|

Tri selon leur fréquence allélique et leur distance aux limites exoniques

|

2082 SNPs

|
Tri selon les résultats du blast

!

1910 SNPs

l

Priorité 1 Priorité 2 Priorité 3 Priorité 4
12 SNPs 246 SNPs 60 SNPs 642 SNPs
montrant une BeadXpress Fixé dans un au min 50 pb de
différenciation 90 pb min et 25pb échantillon part et d’autre du
extréme de part et d’autre RNAseq de 2 SNP
du SNP individus

960 SNPs



I. Design des sondes

Linking mole:

700 SNPs et leur
paire de sondes

Illumina Concierge
960 SNPs >

Conditions d'lllumina:

- Séquences de min 300pb avec le SNP au milieu, i.e. 150pb de chaque coté

- Potentiellement peuvent faire des amplicons de 100 voire 75pb

- Garantie 80% des positions avec au moins 0.2x la couverture moyenne visée

Design de 915 sondes possibles
Test de 176 séquences sur les 960 SNPs ciblés

Priorité 1 Priorité 2 Priorité 3 Priorité 4
12 SNPs 246 SNPs 60 SNPs 642 SNPs
11 SNPs 215 SNPs 59 SNPs 415 SNPs

Exclusion des SNPs les
plus proches des sondes

700 SNPs



I. Design des sondes

Frequency

700 paires de sondes designés => 700 SNPs ciblés mais 890 SNPs attendus
- Séquences entre 80 et 106bp
- Position du SNP ciblé : entre 26°™¢ bp -76™¢ bp (sans les sondes : 1-49)
- Longueur des sondes : 22 — 30 bp
- Chevauchement : entre 44 et 70 bp entre les 2 reads
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Il. Préparation des librairies

(LS

700 marqueurs
96 individus
2 jours de manip

P7 index1 sondel régiond’'intéret sonde?2
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Il. Préparation des librairies
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Il. Préparation des librairies

Quantify and Dilute DNA
Hands-on: 0 minutes

Total: 10 minutes

Reagents: gDNA, RS1, SS1

Hybridize Oligo Pool
Hands-on: *5 minutes

Total: 1 hour 50 minutes

Reagents: gDNA, CAT, OHS2, 2800M,
ACP3, RS1, also ELB, ELE

Plate: HYP

Remove Unbound Oligos
Hands-on: 20 minutes

Total: 20 minutes

Reagents: SW1, SPB, Fresh 60% EtOH
Plate: HYP
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Quantify and Dilute DNA
Hands-on: 0 minutes

Total: 10 minutes

Reagents: gDNA, RS1, SS1

Hybridize Oligo Pool
Hands-on: *5 minutes

Total: 1 hour 50 minutes

Reagents: gDNA, CAT, OHS2, 2800M,
ACP3, RS1, also ELB, ELE

Plate: HYP

Remove Unbound Oligos
Hands-on: 20 minutes

Total: 20 minutes

Reagents: SW1, SPB, Fresh 60% EtOH
Plate: HYP

Extend-Ligate Bound Oligos
Hands-on: 20 minutes
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Reagents: ELB/ELE mixture, also EDP, EMM
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Il. Préparation des librairies

Safe Stopping Point

4

Quantify and Dilute DNA
Hands-on: 0 minutes

Total: 10 minutes
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Hybridize Oligo Pool
Hands-on: *5 minutes

Total: 1 hour 50 minutes
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Plate: HYP

Remove Unbound Oligos
Hands-on: 20 minutes

Total: 20 minutes

Reagents: SW1, SPB, Fresh 60% EtOH
Plate: HYP

Extend-Ligate Bound Oligos
Hands-on: 20 minutes

Total: 1 hour 10 minutes

Reagents: ELB/ELE mixture, also EDP, EMM
Plate: HYP

Amplify Libraries
Hands-on: 30 minutes
Total: 2 hours—2 hours 15 minutes

Reagents: EDP/EMM mixture, i5 acapters. i7 adapters

Plate: HYP
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Il. Préparation des librairies

Safe Stopping Point

Safe Stopping Point

Quantify and Dilute DNA
Hands-on: 0 minutes
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Clean Up Libraries
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Il. Préparation des librairies

Sample Intensity [FU]
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Il. Préparation des librairies
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Il. Préparation des librairies

Safe Stopping Point

Safe Stopping Point

Safe Stopping Point

Quantify and Dilute DNA
Hands-on: 0 minutes

Total: 10 minutes

Reagents: gDNA, RS1, SS1

Hybridize Oligo Pool
Hands-on: *5 minutes

Total: 1 hour 50 minutes

Reagents: gDNA, CAT, OHS2, 2800M,
ACP3, RS1, also ELB, ELE

Plate: HYP

Remove Unbound Oligos
Hands-on: 20 minutes

Total: 20 minutes

Reagents: SW1, SPB, Fresh 60% EtOH
Plate: HYP

Extend-Ligate Bound Oligos
Hands-on: 20 minutes
Total: 1 hour 10 minutes

Reagents: ELB/ELE mixture, also EDP, EMM

Plate: HYP

Amplify Libraries
Hands-on: 30 minutes
Total: 2 hours—2 hours 15 minutes

Reagents: EDP/EMM mixture, i5 acapters. i7 adapters

Plate: HYP

Clean Up Libraries

Hands-on: 20 minutes

Total: 30 minutes

Reagents: RSB, SFB, Fresh 80% E1OH
Plate: CLP. LNP

Normalize Libraries
Hands-on: 30 minutes
Total: 50 minutes

Reagents: LNAT, LNB1 LNW1, LNS2, NaOH

Plate: SGP
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Il. Préparation des librairies

Safe Stopping Point

Safe Stopping Point

Safe Stopping Point

Safe Stopping Point

Quantify and Dilute DNA
Hands-on: 0 minutes

Total: 10 minutes

Reagents: gDNA, RS1, SS1

Hybridize Oligo Pool
Hands-on: *5 minutes

Total: 1 hour 50 minutes

Reagents: gDNA, CAT, OHS2, 2800M,
ACP3, RS1, also ELB, ELE

Plate: HYP

Remove Unbound Oligos
Hands-on: 20 minutes

Total: 20 minutes

Reagents: SW1, SPB, Fresh 60% EtOH
Plate: HYP

Extend-Ligate Bound Oligos
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Total: 1 hour 10 minutes

Reagents: ELB/ELE mixture, also EDP, EMM
Plate: HYP
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Total: 2 hours—2 hours 15 minutes

Reagents: EDP/EMM mixture, i5 acapters. i7 adapters
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Reagents: RSB, SFB, Fresh 80% E1OH
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Normalize Libraries

Hands-on: 30 minutes
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Reagents: LNA1, LNB1 LNW1, LNS2, NaOH
Plate: SGP

Pool Libraries
Hands-on: & minutes
Total: 5 minutes
Reagents: HT1
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(LS >10 ng d’ADNg

N— 7
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@® Pre-PCR @ Post-PCR
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lll. Séquencage

- N=contemporains et N= 33 secs
- lere manip 96 ind dont 3 contrdles, 60 contemporains et 33 secs
- 2eme manip: 47 ind dont 16 contemporains et 31 secs

2X75 cycles sur MiSeq Reagent kit MiSeq Reagent kit v3
- Nombre de reads : 25M
- QOutput max. 3.8 Gb

=> 500X et 1000X attendues



lll. Séquencage

RUN 02 (81 normalisés manuellement et 15 TSCA)

Dénaturation, dilution et mélange : PhiX & Banque

Tube PhiX Tube Banque
5ul PhiX a 4nM + 5ul NaOH 0.2N 20ul Bangque 1nM + 20pul NaOH 0.2N
(a ce moment le PhiX est a 2nM) (a ce moment la banque est a 0,33nM)

Vortexer-spin
Incubation 5 min a température ambiante.
Ajouter 990ul de HT1 froid et mélange par inversion. Ajouter 20uL 200mM Tris-HCl pH7 puis Vortex-spin
Ajouter 940uL de HT1 froid et mélanger par inversion
Mettre dans la glace.
(a ce moment le PhiX est a 20pM) (2 ce moment la banque est a 20pM)

Il peut se conserver 3 semaines a -20°C.
Tube Banque a 8 pM

240ul banque Denat + 360 pl HT1

Tube Final (banque + PhiX 20%)

472ul de banque a 8pmol + 8L pool2+120ul de PhiX a 20pM



lll. Séquencage

RUN 03 (31 normalisés manuellement et 16 TSCA)

Dénaturation, dilution et mélange : PhiX & Banque

Tube PhiX Tube Banque
5ul PhiX a 4nM + 5ul NaOH 0.2N 20ul Banque 1nM + 20pul NaOH 0.2N
(a ce moment le PhiX est a 2nM) (2 ce moment la banque est a 0,33nM)

Vortexer-spin
Incubation 5 min a température ambiante.
Ajouter 990ul de HT1 froid et mélange par inversion. Ajouter 20uL 200mM Tris-HCl pH7 puis Vortex-spin
Ajouter 940uL de HT1 froid et mélanger par inversion
Mettre dans la glace.
(a ce moment le PhiX est a 20pM) (a ce moment la banque est a 20pM)

Il peut se conserver 3 semaines a -20°C.

Tube Banque a 8 pM

240ul banque Denat + 360 pl HT1

Tube Final (banque + PhiX 5%)

562 de banque a 8pmol + 8uL pool2 + 30ul de PhiX a 20pM



lll. Séquencage

I =T P, T E G

Cluster Densité au mm? (K) 1255 980

Cluster passing filter (%) 90.71 91.3

Q30 final (%) 94.2 95.8

Readl (%) 96.7 97.4

Read2 (%) 80.9 89.8

Read3 (%) 93.3 92.1

Read4 (%) 93.4 95.2

Indexing entre 0 et 4%:
- 1 échantillon (POS2) a 14% - 28 échantillons de 0,001 a 0,74%
- 81 échantillons < 1% - 18 échantillons de 1,18% a 6,61%

- 14 échantillons entre 1 et 4%

Rendement (G) 4.2 3.4
% alignement 18.37 6.97
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IV. Analyses bio-informatiques

Blast local des données brutes sur les 700 séquences attendues



IV. Analyses bio-informatiques

Blast local des données brutes sur les 700 séquences attendues

foward reverse
N reads N reads

1000000 - 1000000

100000 100000
10000 10000
1000 1000
100 100

10 - 10

- 3 séquences retrouvées 11.10°, 8.10°et 0.3.10°
- Nombre de reads : 16.3M & 16.4M

- 77 % de reads mappés

- 100 000X par marqgueurs
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Blast local des données brutes sur les 700 séquences attendues
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IV. Analyses bio-informatiques
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IV. Analyses bio-informatiques

Blast local des données brutes sur les 700 séquences attendues — seuil de 5 X retenu

foward reverse
N seq N seq
350 - 313 350 - 319
300 T 300 -
250 - 250 -
202 204
200 - 200 -
150 - 150 -
100 7 100 -
56
50 _J 50 _
0 - . - , , , 0 J . - ,
1-25 25-50  50-75  75-100 100-125 125-150 1-25 25-50 50-75  75-100 100-125 125-150
N individus N individus

N reads moyen/seq varie 0 — 80015 (mean=359.1) N reads moyen/seq varie 0— 79565 (mean=357.0)



IV. Analyses bio-informatiques

HPRIORITE1 ®PRIORITE2 MPRIORITE3 HPRIORITE 4 B PRIORITE1 M PRIORITE2 MPRIORITE3 MPRIORITE4

]-__II jl-.II
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IR
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IV. Analyses bio-informatiques
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IV. Analyses bio-informatiques
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IV. Analyses bio-informatiques
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IV. Analyses bio-informatiques
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IV. Analyses bio-informatiques

PRE-PROCESSING VARIANT DISCOVERY CALLSET REFINEMENT
[ Raw Reads ) rees| | AnalysisReady Var. Calling ....| Analysis-Ready SNPs
' . Reads : Variants & Indels
: [ Genotype Likelihoods} 1
« Map to Reference . : - N
> BWA mem E E | Refine Genotypes |
p s L o !
z° Mark Duplicates [ Joint Genotyping : Annotate Variants )
Picard § 1l E \ N J
‘ : [ Raw Variants ( SNPs ] [Indels ] - | Evaluate Callset |
[ Base Recalibration ] : 1 g , . ’
v . Filter Variants 3 look good?
[Analysis-Ready ] ,,,,.: l § ‘A‘
Reads 3 .
Analysis-Ready [ SN Indel : @ @
Variants | Ps naels j se- troubleshoot use in project

Best Practices for Germline SNPs and Indels in Whole Genomes and Exomes - June 2016



IV. Analyses bio-informatiques

PRE-PROCESSING
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IV. Analyses bio-informatiques

PRE-PROCESSING

[ raw reads ]
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IV. Analyses bio-informatiques

PRE-PROCESSING
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IV. Analyses bio-informatiques

PRE-PROCESSING , _ _ _ _ _
“Quality scores emitted by sequencing machine are biased and inacurate”

Recalibrate base quality scores in order to correct sequencing errors and
other experimental artifacts.

[ raw reads ]

|
fastq

‘L BaseRecalibrator (1)

[ map to ]
reference
|
bam

PrintReads BaseRecalibrator (2)

[m AnalyzeCovariates

l PROCESSED DATA

i - - by
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livararararanasens Hiarararananasens PLOTS

BEFORE
AFTER




IV. Analyses bio-informatiques

VARIANT DISCOVERY

[ call variants ]
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