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Analyses

Le laboratoire ANTAGENE a réceptionné le 19 novembre 2018 I’échantillon suivant :

Echantillon N° Antagene Type préléevement
P73-18003 607 500 Poils

Le laboratoire ANTAGENE a procédé a I'extraction/purification d’ADN, a évalué la qualité de
I’ADN et a réalisé I'amplification et I'analyse de I'’ADN mitochondrial (région de controle) et de
23 marqueurs génétiques nucléaires (22 marqueurs microsatellites et un marqueur de sexe,
I'amélogénine).

Des analyses bioinformatiques et statistiques ont été conduites a partir des profils
génétiques obtenus pour déterminer:

¢ I'espéce et l'origine génétique populationnelle

e le profil individuel de I'animal

Résultats

Les analyses génétiques au niveau de I'ADN mitochondrial ont permis d’obtenir les résultats
suivants :

Qualité des Espéce génétique
séquences d’ADN (haplotype mitochondrial)
Canis anthus
(Loup doré africain)

Echantillon N° Antagene

P73-18003 607 500 +++

La séquence d’ADN mitochondrial obtenue est fournie en Annexe A.

Le réseau phylogénétique fourni en Annexe B montre que I"échantillon analysé (607500) se
classe parmi les séquences de référence d’ADN de Loup doré africain (Canis anthus ou Canis
lupus lupaster).

L'haplotype mitochondrial correspond a l'espéce Canis Anthus (Loup Doré Africain).
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La phylogénie du Chacal doré européen et africain n'était pas clairement résolue avant des
travaux scientifiques récents (Koepfli et al. 2015) qui séparent clairement les deux especes
suivantes :

e Chacal doré (Canis aureus) aussi désigné comme Chacal doré européen

¢ Loup doré africain (Canis anthus) initialement dénommé Chacal doré africain ou

également désigné comme une sous-espece de loup Canis lupus lupaster

A noter que 'espéce Canis anthus (Loups doré africain) est génétiquement plus proche du
loup gris (Canis lupus lupus) que du Chacal doré (Canis aureus).

Les analyses génétiques au niveau de I'’ADN nucléaire permettent d’établir une empreinte
génétique individuelle constituée de 22 marqueurs microsatellites et un marqueur de sexe :

Echantillon P73-18003 607 500
AMEL AHT103 AHT111 AHTk211 FH2096 CPHO2 FH2088 C09.173
XY 092092 106106 088090 092105 112122 116120 128140
CPHO5 FH2004 CFX30371 C22.279 C09.250 FH2161 FH2140 INUO30
139141 253297 172172 110130 156168 237245 130135 146146
FH2137 FH2054 C27.442 Dbar1l REN162C04 PEZ17 FH2010
173173 153157 180198 215227 191199 202206 245245

L'empreinte génétique de cet échantillon est compléete et d’excellente qualité (indice
qualité = 1,00). L'individu est un méle (XY sur le marqueur AMEL).

Sur 10 marqueurs microsatellites, cette empreinte génétique montre 12 alleles spécifiques
non observés sur la population de loup en France, ce qui confirme une signature génétique
différente du loup de lignée italo-alpine.

Conclusions

Les données obtenues sur I’ADN nucléaire et sur I’ADN mitochondrial a partir de I’échantillon
n° P73-18003 (607500) montrent que cet animal ne peut absolument pas étre un loup de la
lignée italo-alpine (Canis lupus lupus W22) et que I’échantillon de poils analysé est issu d'un
animal correspondant a un Loup doré africain (Canis anthus)

La Tour de Salvagny, le 14 décembre 2018,

Guillaume QUENEY
Docteur en Génétique
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Méthodologie

Les étapes des analyses génétiques et statistiques :
e Traitement des échantillons
e Extraction et purification des ADN
¢ Caractérisation de I’ADN mitochondrial par séquencage de la région de contrdle
¢ La séquence mitochondriale obtenue est comparée aux séquences de référence dans
les bases de données internationales
e Caractérisation de 23 marqueurs nucléaires, soit 22 marqueurs microsatellites et 1
marqueur de sexe
e Lecture et analyse des marqueurs et des séquences d’ADN
e Analyses bioinformatiques et statistiques.

Description du laboratoire ANTAGENE

Le laboratoire dispose d’installations modernes et d’équipements a la pointe de la technologie
pour réaliser tout type d’analyses génétiques chez les animaux, avec une forte expertise
dans le domaine des marqueurs microsatellites, des marqueurs SNP et de I'ADN
mitochondrial.

Le laboratoire est configuré pour analyser les échantillons collectés de fagon classique ou de
facon non-invasive (ADN trace) afin d’éviter les risques de contamination croisée entre
échantillons et de garantir la tragabilité et la qualité des résultats produits.

Les précautions prises :
e Les échantillons sont préparés dans une piece spéciale.

e L’extraction et purification d’ADN est réalisée en présence de témoins négatifs
d’extraction afin de confirmer I'absence de toute contamination lors de la préparation
des échantillons et de I'extraction d’ADN.

e Les réactifs (enzymes, amorces d’ADN...) utilisés pour I'amplification des marqueurs
génétiques sont préparés dans une zone ultra-propre en surpression accessible par un
sas, pour éviter toute contamination ambiante par d’éventuels ADN volatils (pre-PCR).

e Les étapes d’amplification et de migration sur séquenceur automatique d’ADN sont
conduites dans une zone en dépression accessible par deux sas et avec un recyclage
permanent de l'air ambiant, afin d'éviter la contamination du reste du laboratoire par
des ADN amplifiés naturellement présents en grande quantité et trés volatils (post-
PCR).

e Les données sont pré-interprétées par un logiciel et interprétées par deux analystes
de fagon indépendante et en aveugle ; la confrontation des deux lectures permet de
résoudre les éventuelles données douteuses liés a des artefacts.
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Annexe A

Séquences de la région de contrble de I’ADN mitochondrial

Echantillon n° P73-18003 (607500)

TCAATTCCCCGGTCTTGTAAACCAAAAATGGAGAGTAATCGCCCTCCCTAAGACTCAAGGAAG
AAGCTCTTGCTCCACCATCAGCACCCAAAGCTGAAATTCTTCTTAAACTATTCCCTGACACCCC
CTACATTCATATATTGAATCACCTCTACTGTGCTATGCCAGTATCTCCAAAAATCTTCCTCCCCC
TATGTACGTCGTGCATTAATGGCTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATTATTACATTCTTA
CATAAGACATATTGACTCAATCTCACAGTTCATTGATCTCCAACAGTAACCGAATGCATATCAC
TTAGTCCAATAAGGGCTTAATCACCATGCCTCGAGAAACCATCAACCCTTGCTCGTAATGTCCC

TCTTCTCGCTCCGGGCCCATACTAACGTGGGGGTTACTATCATGAAACTATACCTGGCATCTG
GTTCCTACTTCAGGA
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Annexe B
Réseau phylogénétique des séquences de la région de contr6le de I’ADN mitochondrial
(références GenBank)

Chacal doré européen (Canis aureus)

Loup doré africain (Canis anthus ou Canis lupus lupaster)

Loup gris européen (Canis lupus lupus) : nomenclature Pilot et al. (2010)
Loup lignée italo-alpine : W22 ; loups analysés en France (C_lupus_France)

BioNJ 204 sites K2P 1000 repl. %
C aureus Rutkowski KT362175.1
dC aureus Rutkowski KT362176.1
C aureus Rutkowski KT362174.1
|C aureus Koepfli KT448272.1
I aureus Koepfli KT448273.1
—C_1 lupaster Gaubert JQ088683.1
C_1 lupaster Gaubert JQ088679.1
C anthus Urios KT378605.1
C lupus lupaster Waters KM670013.1
607500
C anthus Urios KT378606.1
C lupus lupaster Waters KM670012.1
C_1 lupaster Gaubert JQ088680.1
C anthus Urios KT378607.1
C_1 lupaster Gaubert JQ088678.1
C_1 lupaster Gaubert JQ088684.1
C_1 lupaster Gaubert JQ088682.1
C_1 lupaster_Gaubert_JQ088681.1

w9

w27

= w22
C_lupus_France
C_lupus_KU696394.1

W28

W25
W24
W10
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