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Contexte

 IPBES : 29 avril — 4 mai 2019
* 5 facteurs majeurs
* GIEC - depuis 1950

BIODIVERSITE ET SERVICES ECOSYSTEMIQUES en 4@ &
QueLques CHIFFReS (IPBES)

8 millions d'espéces animales et % d'especes menacées

végétales sur Terre d'extinction
Amphibiens
E———— 40%
Récis coralliens, requins
== 33%
Mammiféres marins
33%
1 million 'e’Speces Espéces terestres
mehnacees C 25%
Insectes
10%

)

Production
Population mondiale sous- Agricole
alimentée ZszﬁEges

-

IPBES https://www.ipbes.net/news/Media-Release-Global-Assessment-Fr
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Contexte

e IPBES : 29 avril — 4 mai 2019 Indice mondial de température terre-océan

* 5 facteurs majeurs
* GIEC - depuis 1950

* Anomalies de température

1
0,8 — Moyenne annuelle 1
0l — Courbe lissée sur 5 ans |

02|

Anomalie de température (°C)
S o
N I

I
o
=N

1880 1900 1920 1940 1960 1980 2000 2020

Anomalies de température. Source : NASA GISS
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Contexte

* Méthane * Y2vie : 4 ans | * PRG: 28
» Dégradé par radicaux OH-
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Contexte

Méthane

Dégradé par radicaux OH:

Source thermogénique

Source biogénique

Athode R A - ot | ® O O
55-70% 30-45%
% % % @ %
» Pa 2P 4 ®
Carbon-13 Carbon-12 %

7 A

Geological #
seepage : A

Wetlands Landfills Agriculture Coal mines Power stations Oil rigs

Biogenic CH, Thermogenic CH,

Allen 2016: Rebalancing the global methane buget




£

Contexte

e C. Woese — 1977 ARNr16S

4 -3

. \ .‘
- “ o
oese with an RNA model at G.E. in 1961. Assoclated Press




Contexte

e C. Woese — 1977 ARNr16S

* Procaryotes

» Métabolisme unique

Arbol Filogenético © Purification Lopez Garcia



Contexte

e C. Woese — 1977 ARNr16S

* Procaryotes
» Métabolisme unique

a Methanogens

CH,-COOH
- ‘(k
Acs| CH -CO-P

o

H ,MPT-CH CH,CO-5-CoA

(&) Mtr 4

2e + 2H"
CH\NH: Mta N COM.SH‘...‘. ®. s
el -
CHOH _, CoM-CH, .c U s vhADG
CH,SH, baus SHdrABC —-Fd
“ SLox )
| Dmer | - CoM-5:5.Cob- -

HS"COS
:’COM—SH

X

A

~N

2

m’

A
Methanot

Methanosarcinales

CoM-S-S-CqB

4Na'<.>r H*

2H°

Evans et al 2019 : An evolving view of methane metabolism



Contexte

C. Woese — 1977 ARNr16S

Thermococci —> Hydrogénotrophique
° Procaryotes Methanococci —p Hydrogénotrophique
. Methanopyri —— Hydrogénotrophique

Mé lisme uni : i
étabolisme unique Methanobacteria —— Hydrogenotrophique

Thermoplasmata = Methylotrophique
Archaeoglobi

Methanomicrobia = Hydrogénotrophique,
Methanonatronarchaeia ~ Methylotrophique,
Halobacteria acétoclastique

Méthanogénes

Euryarchaeota

E. F. DeLong et al 2001 : Environmental diversity of bacteria and archaea

Evans et al 2019 : An evolving view of methane metabolism




Introduction

Matériel et méthodes ' Résultats et Discussion Conclusion

‘Ca. Bathyarchaeota'

'‘Ca. Syntrophoarchaeum’

‘Ca. Verstraetearchaeota’
Methanosarcinales

'‘Ca. Methanophagales'

Methanonatronarchaeia

'‘Ca, Methanofastidiosa'

W

Methanopyrales O

Methanomicrobiales
Methanocellales

Methanococcales @

Methanomassiliicoccales ¢
Methanobacteriales

| Atmosphere
ice pad

Rice paddies
Animals Termites

Evans et al 2019 : An evolving view of methane metabolism
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e Tractus intestinal

Amon 2017 : what is the microbiome?
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Contexte

e Tractus intestinal
e Surface d'échange




£
Contexte

e Tractus intestinal
* Surface d’échange
 Microbiote

/. Modulation du SNC
(axe intestin-cerveau)

~ ‘\’A \
N\
S i~/

6. Fermentation des fibres
alimentaires en AGCC

5. Stockage des
graisses

4. Angiogenese
intestinale

1. Protection contre
les pathogénes

2. Synthese de
vitamines

3. Développement du

systéeme immunitaire

Amon 2017 : what is the microbiome?
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CO N teXte COMPOSITION DU MICROBIOTE INTESTINAL

i i Plus de 100 000 milliards de micro-organismes habitent notre intestin !
e Tractus intestinal L

—@

* Surface d'échange TR

Especes dominantes :

* Microbiote o

.g Streptococcus N
 Miller et Wolin 1982 ( o Eusactertar )}

(_(_./ scherichia coli

9

‘ Faecalibacterium

\' Enterobacteriacae

Bacteroides
Espéces transitoires : Bifidodacterium \\

k)
9,
@5® Levures, bactéries lactiques

S Biocodex Microbiota institute
Methanobrevibacter smithii



Contexte

e Tractus intestinal
* Surface d’échange

* Microbiote

* Miller et Wolin 1982

* Chez les ruminants

* Fermentation de bactérie

Intestine e

eRumen
Rumen
-0

9

Abomasu

Omasum

\

.

o Plant e Bacterial e H, Q

material —>digestion/ —>  —> Methanogens —>CH,
in fermentation  CO, out
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Contexte

* Tractus intestinal

e Surface d'échange

* Microbiote

* Miller et Wolin 1982

* Chez les ruminants

* Fermentation de bactérie
* 22% source anthropogene

5
' Intestine e
Rumen

Rumen 9
06‘@0
“0Se0,

(X

Omasum

Abomasu

\

lathanogens —>CH,
out

BEYEETY

QPIant e H - t'
material —>d
in fer|.

- ) "t‘ "y
o R

Methanobacterium ruminantium
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e Distribution biomasse
e Mammifére vs Poissons

e Role du microbiote

B Nématodes
0,02GtC
Mollusques 0 Annélides
q 02GtC 02GIC
Oiseaux
sauvages
0,002 Gt C

Arthropodes

1GtC Poissons
0,7GtC

Mammiferes

sauvages
______ | 0,007 Gt C
I o -
Cnidaires _Bovins,_ Etres humains
0,1GtC  ovins, porcins 0,06 Gt C

0,1GtC

Bar-On et al 2018 : The biomass distribution on earth




Contexte

Distribution biomasse
Mammifere vs Poissons

Role du microbiote

Service écosystemique :

Nourriture, recyclage,
régulation des réseaux
trophiques

Rejets CH, en milieu
aquatique mal compris

1600

1400

=
N
o
o

1000

Nombre de publications
g 8 8

)
8

o

NOMBRE DE PUBLICATIONS TRAITANT DU MICROBIOTE

CHEZ LES VERTEBRES, L'HOMME ET LE POISSON

& Vertébrés (sans humain nipoissons) = Humains = Poissons

(I
A

EIIIIIIIIIIIIIIIH

= = B = é—
— —_— | = E: = ==

1965-70 1970-75 1975-80 1980-85 1985-90 1990-95 1995-00 200

o

-05

200

i

[l

ol

-10

201

[

[l

o

-1

ol

BMJ 2017 : The role of the microbiome in human health and disease
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Exemple d'étude

water O oxic sediment
* Bonaglia et al. 2017 o, B anoxic sediment
A _ .
Activités de la MF et NO, NH,

pression anthropique ?
» Filtration et absorption

feeding layer nitrification v‘

e Bioturbation
nitrification ‘t

burrowing layer |
denitritication "

sediment

Fig. 1. Conceptual model of the interaction of macrofaunal
Stief et al 2006 : Probing the microenvironment of freshwater sediment macrofauna
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Exemple d’étude |

ph\lnpl mklnn gri |/|n

* Bonaglia et al. 2017

» Activités de la MF et
pression anthropique ?

» Filtration et absorption J
# biodeposition denitrification

¢ Biotu rbation excrection

e Excrétion | f \/

suspension feeders O biodeposits

N nutrients

burial

Stief et al 2006 : PReténgah 0isradntiremigtiactibe siwabehsBiliahesd macrofauna
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Exemple d'etude

« 1) Mésocosme :
Altération des flux

- 2) Incubation : rejets
directs

» 3) Source

méthanogenes via
mcrA

Conclusion : 10% des
émissions de la mer
Baltique

i

J.D=2.0 0,1-0.4 |
Sl G

Figure 3. The influence of macrofauna on benthic methane flux and emission to the atmosphere in the Baltic
Sea. Pink arrows depict the benthic fluxes of methane in the current situation with macrofauna (a), and in the
scenario of sediments devoid of macrofauna (b). Orange arrows represent estimated emissions of methane

to the atmosphere. Benthic fluxes and emissions are expressed in Gg C year'. For more information see the
Discussion.



4‘ atériel et méthode Résultats et D 0 0 0
Problématique:

[ Theése (2018 a 2021) : biodiversité microbienne intestinale :
Interaction hoéte-symbiote Flux de matieres et de gaz

N J

{ Archaea méthanogéene } { Mesure des flux de CH, }

. . . A
Le microbiote intestinal des poissons contribue-il de

maniere significative a la production globale de CH,?

Hypotheses : dépendance régime alimentaire :
Les herbivores rejetteront plus de méthane que les carnivores




Modele biologique

* Sardine, Saupe, Mulet

* Régime alimentaire:

Sardina pilchardus

- Planctonophage
- Herbivore

- Détritivore

dorizfiesemfr © Roberto PILLON

Mugil cephalus



Modele biologique

* Avantages:

> Abondance: commun
>

© Bloe 18 / 2007




Modele biologique

* Avantages:
» Abondance: commun f&

> Biotope: lagunes et
zones cotieres

» Péche : mars -
septembre, avant la
reproduction




Modele biologique

* [nconvénients:

> |dentification difficile
>




Modele biologique

* Inconvénients:

> |dentification difficile
> Techniques de péche
> Impact de la méteo

s‘o‘

.0

Figure 6. Illustration of gill net.

q‘




Matériel et Méthodes

4 Echantillonnage N

[ 2A) Chromatographie en Phase )
Gazeuze

4. transMenthone




, . , ) Echantillonnage
Materiel et Méthodes / .
e Palavas / Thau : - ko

* 6 individus adultes / 60 juvéniles
* Test du matériel

* Réduire le stress : 25min de repos
* Incubation 1h en conditions constantes

* Test des méthodes de préléevement

* Espace de téte et partie aqueuse

Label: MOOx+ H1/2 or L1/2 + S (syringe) or N [
(needle) \




Matériel et Méthodes

* Objectif: détection CH,
« Mélange homogeéne

* Méthane trace

* Injection : manuelle

* Gaz vecteur : He / N,

* Colonne : capillaire

» Détection : TCD

* Traitement des résultats

/II) A) Chromatographie en phase gazeuse\

Sample
injector
T regulated oven

Mass

spectrometer
. Column: detector
Gas:
He N. H packed or
B open tubular

\ (capillary) /




Matériel et Méthodes

* Objectif: caractérisation
des communautés

d'archaea / - \
* Nécessite d'amplifier / ) B) Analyse génétique
» Caractéristiques poisson =4

* Extraction tractus
intestinal

* Stockage Azote liquide
e Extraction ADN au labo




Matériel et Méthodes

1) PCR amorces gene 16S:
Diversité, optimisation /

2) PCR amorces gene mcrA:
Diversité méthanogénes

3) gPCR amorces gene mcrA:
Abondance méthanogénes

4) Séquencage ADN

Diversité taxonomique

1) B) Analyse génétique

Intensité de fluorescence / Nombre de copies

ull de détection Nombre de cycles




Matériel et Méthodes
PCR mcrA / [Amome E ot R] 1) B) Analyse génétique \
Préparation du mix m

2

Y3 e
Thermocycleur e R . . .
e — TEisatill
2 R ] 5 3 : d ]
Electrophorése Lyl — P
I ° o :
Détection UV > G > IRRRTRRRY 5 3 lm”"
’ " t‘ ’ i ¥ ¥ \ m},llll g Imlllll / &
]‘d rimer 3 5 3 5 \ “”
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Ssultats
ite de Palavas

Résu

S

o

24°C et 15

lons méteéo :

Condi




Résultats

Site de Palavas
Conditions météo : 24°C et 15°C
Péche au filet maillant : n = 57

Saupes et sardines juvéniles :
TL = 5,6 cm, biomasse: 68,2 g




Résultats

Site de Palavas
Conditions météo : 24°C et 15°C

Péche au filet maillant : n = 57

Saupes et sardines juvéniles :
TL = 5,6 cm, biomasse: 68,2 g
Systeme de double aiguille

5 mésocosmes

10 espaces de téte

12 prélevement aqueux




Introduction Matériel et méthodes Conclusion

ReSU ‘ta tS Concentrations de gaz de I'échantillon 3 obtenues apres CPG -

Clarus 580
e CPG: Standard

» Test air environnant : ﬁ N,
—Négatif
78,1% N, 21,99% O, A _positif

> Test négatif : baisse O, et —Air
CO,

> Test positif : Saupe

Réponse (%)
5

> |dem échantillons Israél

Temps (min)




Discussion

* Test non concluant

« Contamination des flacons

* 24h — comparable a la bibliographie
 Seuil de détection

« Changement de détecteur : FID

* Concentrer nos échantillons?

Flamme

Al

H,

Colonne

Electrode collectrice

Electrode de polarisation




Helium ¢
Make-Up
(‘1

Discussion

* Prospection en laboratoire :

* |[FREMER Brest : test 10 échantillons 5. /J

To Amplifier SR

* EAG Toulouse : seuil a Tppm g

 Antelia Lyon : FID + PDID : I

photo-ionisation

Open Tubular

Column

A ANTELIA




, * Extraction ADN puis Spectrophotometre NanoDrop : n = 52
Résultats - rcrgene 16s
» Détection

e Dimeéres d'amorce

ESOO

““““nu“.“.&uoo“.buuu“‘&..400
| . ™300

=200

- F . W00




Introduction . Matériel et méthodes v Conclusion

* PCR mcrA : pas de détection

Résultats




* PCR mcrA : pas de détection

Résultats

* plan d’expérience

n=12 M1(pul) M2(ul) M3(ul) M4 (ul)

[ Amorce F et R ] ADN
PF 0,5 1,25 0,5 1,25
% PR 0,5 1,25 0,5 1,25
-
ADN 1 1 2 2

e -, el
" g Y - Tl

‘s. ?r/ i - 3 5 s TR

I L 0 o , : . ) 5 o o

MR R Jy— Température d'hybridation : 54 °C - 56°C - 58°C
» ",* e S e TR e

E'3 D\NAmmr ;‘ulyu;‘ 2 ey ;lug,u;l

‘ N wew

nucleotide PHHH



Résultats

Amorces a 1,25 ul - ADN a 1yl

1 échantillon qui a réagi

Autres tests non concluants — y compris
les positifs

* Nouveaux tests sur excrements pour
isoler les amorces

-
s
- .
e
.
e
L
-
—
-
-

DO RRRRINRE 4




Discussion

e Présence d’Archaea validée

 Présence d'Archaea méthanogénes
validée : Van der Maarel 1999

* Activité des méthanogenes ?

7 v s = f'?',:‘ ~_7.>_V.'; . 7’
P ¢ doris.ffessm.fi athieu LICHOSIEK™®

Platichthys flesus



Discussion

e Présence d'Archaea validée

 Présence d'Archaea méthanogénes
validée : Van der Maarel 1999

* Activité des méthanogenes ?

* Stabilisation amorces

* Contamination des échantillons
* Faible quantité d’ADN

* gPCR: besoin d'une gamme
d'étalonnage

METH-F : RTRYTMTWYGACCARATMTG
METH-R : YTGDGAWCCWCCRAAGTG

(Colwell et al., 2008) : sédiments Canada

ME3M- F : ATGTCNGGTGHGTMGGSTTYAC
ME2M- R : TCATBGCRTAGTTDGGRTAGT

(Nunoura et al., 2008) : sédiments Japon



Conclusion

* Méthode de caractérisation de |'activité des archaea méthanogenes
chez plusieurs especes de poissons

1) Echantillonnage 4 Echantillonnage )

> Validé pour juvéniles
> Adultes ? Mulets ?

» Planification




Conclusion

4 N

2A) Chromatographie en Phase Gazeuze
2A) Chromatographie en ,
phase gazeuse : S l
inector ‘ 2. Internal standard
. T regulated oven 3. cis-Menthone
» Premiers tests non concluants B « aenbo
2 . Menthol
» Modification de la détection o
o (e . el | spectrometer
» Modification du protocole ? - Coomn,~ etct l '
He. N, H packed or | ' ( ‘
272 open tubular L AL
(capillary)




Conclusion

2B) Réaction en chaine par

polymeérase :

» Méthode adaptée

» Communauté d'Archaea
méthanogénes

» Qualification et quantification de
leur activité

 Conclusion :
> Niche écologique
> Niche scientifique
> Variabilité inter-individuelle

2B) Analyse génétique

~

Template DNA




Limites

* CPG - de multiples contraintes :

* Biologique : anoxie, stress et
ibération d’ammonium

* Bactéries nécrophages

* Détection : réduire |'espace de téte?
Augmenter le nombre d'individus?

* Transport : échanges gazeux

e PCR : nombre d'Archaea

* Préecision PCR pour réplicats

* Premiere phase avant sequengage
ADN et identification

\@é:s

pot Magn ;
3.0 18184xi S _20.

Vibrio vulnificus




Perspectives

0, || N2

* Partenariats : Stockholm
* Autre technologie : BID

e Bilan

Quartz tube He plasma
(dielectric substance)

CHa
A

ARRARRRRRARE

g o

T T T T T T T T L
Qe 0 20 30 0w L] { 1] 78 t 1+ 1

Fig. 2. GC-BID trace of major air components (oxygen, nitrogen and methane} at retentiontimes of 1.4, 2.1 and 52 min.

Barrier Discharge lonization Detector (BID-2030)




Perspectives

Mesure statique : baisse O,
Modele dynamique:

Maintien des espéces

Evolution des concentrations

Conditions expérimentales
Fonctionnement
Respirométrie Palavas

Couvercle
hermétique

Variations du régime
alimentaire, salinité

Plusieurs especes ?

Pompe a eau :
Débit : 1,9 L/min

Entrée

Filtre

0,2 um

S

25 cm

A 4

35cm

Sortie



Quverture

e Le microbiote :

> Interaction et influence sur euronews.
‘écosysteme ‘

» Evolution individuelle et
collective

(o

COAST OF KURZEME

¢ Les flux de méthane :
> Baltic Blue Growth Project
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