;:-' cxd “:’
S 12
— CAN =
=i o
= 23 =
e
g

: Aix-Marseille . . AVIGNON
] Socialement eng gee '
institut mediterranéen de t,:u’)d:vcvsjm;‘et 'd‘e:(l:olr:g.‘n ‘

crs RD INRAG

MicroVeT

Role du Microbiote Intestinal du Ver de

Terre dans |la bioaccessibilité des pesticides

Pascal Mirleau (IMBE-OEB),

Fatina Jouni (IMBE-BES),

Juliette Chappat (IMBE-OEB)

Yvan Capowiez (EMMAH-DISCOVE)
Magali Rault (IMBE-BES)

Restitution A0 2018 —17/11/2021




3 £ - --, ] { i “ S Noz FCOSISTENES CONTINENT4
VT ot 1 i /©/ ECBOREY
M 9 ST IR LAY, bty | pmigr o g .. T 1500gg vimomeneNY
: A AT é N e Vel B Pesticides HaC” O\o
7y 9

H,0
D0 wh
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e Vers endogés : Allolobophora chlorotica  Aporrectodea caliginosa
H,0, O, Abondance +++
Rejet Acetylcholine estérase -
Récupération 4+
Poids > J
Activité excavatrice 4+ .
Sols préférés Sableux et argileux Argileux

=» Tolérance et détoxification des sols : un roéle pour le microbiote intestinal du vers de terre ?
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Une experience en microcosme...

2 sols 4 compartiments etudiés:
2 especes de Ver - Sol @
2 doses (témoin/pesticide) —» - Turricules &
7 jours d’exposition - Turricules frais
4 réplicats
=> 256 vers

e —— e —

0] 4]
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, . , . , . " . . rﬂ ’}\
...& une approche de métabarcoding moléculaire pour caractériser la diversité microbienne WC“}},‘:\V\

(16S et ITS) dans les sols, les turricules et les intestins...

= Extraction d’ADN environnemental + PCR quantitative

= Amplification par PCR
» Marqueurs taxonomiques universels

(I81fungal
sy,
:: E. coli 168 rRNA gene (1542 bp) > TS5, s3,.
A { J I \
\ul V3F VsF | / 18S | 11s1/58STs2| 28S)\
‘—.—“—l V3 p—i V4 Vs E W | V8 [={Vor— [ o oA\
V2R \'4R “iTs2 T84 “ITs4vasidio

= Séquencage d’amplicons a haut débit llllumina Miseq 2 x 250 pb

Y-Adapter Barcode 1 cDNA @ Barcode 2 Y-Adapter ’
_cw T ;.
F A_\O TC
' Standard
First Paired-End Read )

Library
Protocol

®
(Second Paired-End Read I I u I I I I n a
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Reads R1/R2

e 2x271 .fastq

£COSYSTEMES CONTINENT4yy

“ECEOREY-

& s

T Hsques prvowneN

... Avec son pipeline bioinformatique & biostatistique

Appariement

e VSEARCH
e 271 fastq .log

* 89,2%
e ITSR1

i

Démultiplexage

¢ CUTADAPT
e 271 .fas .qual

.log
e 55,7% 16S et
28,3% ITS

i

Filtrage longueur
>32 pb
+ base ambigtie

e VSEARCH
e 271 fas
e <1% 16SetITS

Clusterisation

Déréplication
globale

e VSEARCH
e 2 fas

* 71,3% 16S et
44% ITS

e 2 struct.swarms
.stats .fas

® 39,5% 16S et

9,4% ITS

Détection

non-chimeére

e VSEARCH
e 2 .uchime

* 36,8% 16S et
80,2% ITS

A) growth

-

O—O small 0TU (made of 2 rare amplicons)

{ } virtual amplicon

peak 1

abundance

valley
break here

¥

high quality ribosomal RNA databases

Assignation Filtrage OTUs

taxonomique
Ptyhon
2 .table

1,3% 165 et
14,4% ITS

e VSEARCH
e 2 table

® 99,9% 16S et
78% ITS

EPRIMER-E

Multivariate Statistics
for Ecolagists

Bioconductor

OPLN SOURCE SOF TWARK FOR BIOINI ORMATICS
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1 6S £COSYSTEMES CONTINEN 4y
KT G4 Phylum G4 Division Kingdom FCCOREV
M Actinobacteria T prronee o™ e Lenipth
100 [ Proteobacteri 1005 M Ascomycota ISQUES ENYIRONNENENTN
] roteobacteria ] B Mucoromycota
1 [l Bacteroidetes ] s
] B Acidobacte Basidiomycota
] [ Aamicutes Chytridiomycota Funai
ungi
T I Chloroflexi Cryptomycota 9
Tenericutes Aphelidiomycota
103 M Planctomycetes LKM11
] Il Gemmatimonadetes 4 Undefined
] = Il Thaumarchaeota ] - -- Hl Ciliophora
| —— e e — L, . Entotheonellaeota s M Cercozoa
B | M Rokubacteria [ Ciliata
% 13 -- -. -- Nitrospirae Cryptophyta .
E [ | Verrucomicrc_;bia Strametopiles Chromista
| - R =
] i i )
] M Dependentiae Aplco.mplexa
W Armatimonadetes Retarl.a
0’1_5 M Fibrobacteres | U.ndefl.ned
] Patescibacteria M Bilateria Metazoa
] [l BRC1 & Arthropoda
| l. l. l. = o B e
) [ Elusimicrobia [l Magnoliophyta
Plant
0,01~ o ° o n + * o ° [=1 W ws2 o = + * Undefined antae
‘ " +  x W Dadabacteria 2
ygnematophyceae
cC P cC P cC P c P C P C P M Hydrogenedentes c P c P c P c p C P C P o i i
. - ncertae_Sedis Filozoa
A. chloroticaA. caliginosa EaMthWOrM 4 cpiorotica A. caliginosa Earthworm g oo it haeota A. chloroticaA. caliginosa EathWormy cpiorotica A caliginosa Earthworm = —>ed
Control Control ] ) Control Control Choanozoa
Il Omnitrophicaeota B Retaria Protozoa
_— 1 = CV(;PSI{S.ZG —_ 3_ . Evosida Amoebozoa
8 B GAL15 S Euglenozoa Excavata
= -1 ) b Il Undefined
2 usobacteria 2
o M Euryarchaeota o
< O1 W Spirochaetes =
5 W undefined 5 o°
- -—
Y Y
o s}
= X .
=
< -1 " N +*j_. F
Al ~
N N
Q o
O [G]
o o
-2— r T T T 1 -2- r T T T T T T 1
-2 -1 0 1 2 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
PCO1 (78.3% of total variation) PCO1 (77% of total variation)

=>» Présence des vers = abondances microbiennes A et diversité micro-eucaryote dans le sol G4 A
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ITS £COSYSTEMES CONTINENT4yy
. ECCOREV

T O

Dominant MOTUs 1004
(Actinobacteria)

1007

M Rhodococcus maanshanensis

75 M Pseudarthrobacter sp. 751

I -~

Intestin I
S —
% 501 % 507 I
251 257
l ]
] ]
0- L 0- -= -. _! --
[ o e o u o ° o =
CcC P C P Cc P C P c p € P C P C P
A. chlorotica A. caliginosaA. chlorotica A. caliginosa A. chlorotica A. caliginosa A. chlorotica A. caliginosa
11
21
5 g
kS ® o S
£ " Qo @ 2 44
> 0 moe o S o ]
T Oab & o z
2 o o " 2 ° °
S =
S [ ] 2
Q 2 o
© 14 § )
o) N1 = o
] ! ~ -1
g SHinz 9
o
27 r T T T 1 -2- r T T T T T 1
-2 -1 0 1 2 -3 -2 -1 0 1 2 3
PCO1 (94% of total variation) PCO1 (62.7% of total variation)

=>» La diversité bactérienne (16S) du microbiote intestinal est restreinte, dominée par 2 MOTUs.

=>» Le microbiote intestinal de A. caliginosa est plus diversifié que celui de A. chlorotica.

=>» La diversité micro-eucaryote (ITS) est importante, ressemblant a celle du sol dont les vers se nourrissent.
=>» Pesticide = diversité micro-eucaryote A
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1 GS 407 ITS £COSYSTEMES CONTINENT4yy
 ECBOREY
.. TRISQUES ENYIRONNENERTY
_ . ® A. caliginosa .
c . -
2 ® A chlorotica ( Soil
5201 O Control
Turricules 5 : 212
5207 5 + 4j } Casts A. caliginosa
o e 5 S + 7]
5 . T .
‘& & KTN g g o (m | 12]
4 N . .
° 9 + 4 Casts A. chlorotica
& : + 7]
N J
N
o
O
a
'20— T T T T T -20— r T T 1
-20 0 20 40 60 -20 0 20 40
PCO1 (68,7% of total variation) PCO1 (37,6% of total variation)
207
3
Rl
i
g zo] °
£20] o °
® i
> 5]
I X
G4 s &
Y— [ce]
o Z
& 01 8201
) O
it o
N
o
O
a
20° r T T T 1 -40° r T T T 1
-20 0 20 40 60 -60 -40 -20 0 20
PCO1 (69,3% of total variation) PCO1 (22,1% of total variation)

=» Les communautés microbiennes des turricules frais (12j) se distinguent clairement de celles du sol et des
turricules recolonisés (4&7j), ainsi qu’entre les 2 espéces de vers.
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&CQ,S?'S_E!.E‘S CONTINENTAyy

16S ITS ,ECCOREY
-
_ KTN P KTN roC
Turricules
. 12j 27 1
Ay G4 P

e KTN}P
© G4 A. chlorotica

o Ge JC

B KTN
G4 }P
C

PCO2 (8.8% of total variation)
PCO2 (46.1% of total variation)
i

A. caliginosa
O KTN

-2- T T T T -3~ oG4

-2 -1 0 1 2 3 -2 -1 0 1 2
PCO1 (88.4% of total variation) PCO1 (50.5% of total variation)

=>» pesticide = importante réduction de I’'abondance microbienne (Ab) en particulier dans le sol G4.
=>» Signes distinctifs des turricules de A. caliginosa (cali) / A. chlorotica (chloro), dans le sol KTN :

- abondances bactérienne + élevée

- diversité bactérienne + faible

- abondance de micro-eucaryote + faible dans le sol control
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y - Ve - Q[‘,OS‘S‘“[S CONTINENT, A
Analyse d’abondance différentielle (AAD) - + ECGOREY
6 4 2 00 20 40 60 80 100 "750 : AR
H JES ENVIRONNE
Sol - turricule T Class Phylurm
o} | B NN | B Bacteroidia Bacteroidetes
2 ¢ B | D Gammaproteobactena}
Betaproteobacteria Proteobacteria
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. Subgroup_6
Tu rrlCUleS ﬂ 3 o 3 s % - _ - I‘I-- :ﬁu:agrﬁup 4 (Blastoc ul} Acidobacteria
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12] 8 " . <P | . _ Thermoanaerobacul
g _ 2 . % 2 P Y B Bacilli ;
‘& & S : ] NN ete T . f‘. » ‘ I B Erysipelotrichia } memutesl .
TR R LR AL b ! feee RTINS KTN | I —— = Trommoopnia: 1y Lomueomicrobi
ﬂ = H af -:5' : : %‘H’"’. ”'..'}-' . S - |-_ B |ncertae sedis } Actinobacteria
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g " e | o o _: e c Nitrospira Nitrospirae
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=> LUAAD permet de distinguer les taxons bactériens utilisés comme ressource nutritive,
de ceux dont I'labondance est stimulée dans les déjections.
=» Pesticide = diversité des bactéries digérées A
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=» En vivant dans leur nourriture (le sol) les vers de terre n’ont pas besoin d’un microbiote intestinal complexe !

=>» Leur régime alimentaire est sélectif et concerne surtout la flore bactérienne du sol.

=> lIs stimulent de maniére générale 'abondance des microorganismes dans leurs déjections
et de maniere spécifique certains taxons bactériens : les effet du mucus intestinal ?

=>» Les bactéries digérées sont plus diversifiées avec le parathion ! Une relation avec:
- linhibition de I'acétylcholinestérase ?
- la transmission du signal nerveux ?
- les contractions intestinale ?

=>» Le microbiote intestinal des vers de terre : des perspectives pour I’écotoxicologie et une agriculture durable ?

Restitution A0 2018 - 17/11/2021



£COSYSTEMES CONTINENT4yy

“ECEOREY-

T HI5QUEs eNvIRONNENENTN

Au service commun de biologie moléculaire de ' TMBE
A la plateforme de séquengage GENOTOUL (Toulouse)

Au master 2 BIG (Rennes)

Restitution A0 2018 - 17/11/2021



