La diversité du microbiome des amphibiens : un autre
aspect de la biodiversité des mares.
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Répartition du Triton crété / Données avant 2017
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Triton Crété et N2000 Etat des connaissances sur la densité de 7riturus cristatus :

a Rambouillet Dans le docob seulement 12 mares situées en ZPS

En 2017, 17 mares connues recensées (ONF+ Cettia)
Données alentour et sur le massif beaucoup plus nombreuses
Inventaires complémentaires nécessaires

2 ZSC (2750 ha)
Forét de Rambouillet
Tourbiéres & prairies tourbeuses de la forét d’Yveline




Connaissance terrain ONF
Objectifs N2000 pour le PNR
Partenariat Récoltes d’échantillons sur les grands Tritons pour CNRS

CNRS /PNR/ ONF Mise en commun matériel CNRS/PNR : 18 amphicapts et 12 nasses filet

> Possibilité d’inventorier 10 mares par soirée / 2 sessions par an

> Depuis 2018, 60 mares inventoriées / protocole SHF
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Repérages sites, autorisations d’inventaires

Désinfection matériel

Disposition des piéges en soirée - 3 piéges par mare
Protocole Récupération des pieges et comptage le lendemain matin.

Tritons relachés ou conservés 2 jours par CNRS si prélevements en

laboratoire puis relachés dans leur mare d’origine.

Désinfection matériel



»
Triturus cristatus - male — coloratio n ventrale tYpe
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e Ajout de 10 nouvelles mares dans le périmétre ZSC
Triton Crété e Populations plus fortes dans secteurs déja connus

Triturus cristatus e 4 nouveaux secteurs de présence sur la massif Rambolitain

e Espéce mares prairiales mais populations strictement forestiéres au
cceur du massif
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Triturusmarmoratus - Mise & jour: 05-05-2020 & 03:52 depuls cettia-idf.fr
Source: http://observatoire.cettia-idf.fr - SHF, Natureparif

e Rambouillet bastion régional de I’espece (avec Fontainebleau)
Triton marbré e Large répartition sur le massif (données anciennes, ponctuelles)
Triturus marmoratus e 12 nouvelles mares a T. marbré recensées, uniquement massif Ouest

e Aucune données hors secteurs forestiers




Triton de blasius

T. cristatus x T . marmoratus
Triturus blasii
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Donnée régionale dans une mare de Rambouillet (1995, 2008 ONF)

4 femelles observées en 2020

Femelles type marmoratus a coloration ventrale type de cristatus

Dans 3 mares (Gambaiseuil et Gambais)

Autres secteurs potentiels sur réseaux de mares avec T. crété et T.

marbreé
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La diversité du microbiome des amphibiens : un autre
Universite aspect de la biodiversité des mares.

PARIS-SACLAY Victor Dupuy, Mailys Gauthier, Isabelle Clavereau,

<
J{D Laurent Legendre, Nicolas Pollet

Laboratoire Evolution GEnome Comportement et Ecologie - Gif-sur-Yvette



Communautés de
protistes
dans les mares

Grande variabilité spatiale et temporelle des communautés
de protistes, mais saisonnalité (Simon et al, 2016).

Peu d’explications apportées par les facteurs abiotiques

Les amphibiens comme acteurs importants dans ces milieux.
(Katrin, 2015)




Des protistes colonisent la gangue entourant un embryon
d‘amphibien
Photo : Nicolas Pollet, 2015

Microbiomes
d’amphibiens

e Un modele d’étude des relations

hotes-parasites chez les vertébrés
(Smyth et Smyth, 1982)

e Batrachochytrium et les enjeux de

connaissance en éco-immunologie
(Rollins-Smith et Woodham, 2011)

e L’individu écosystéme (Foster, 2017)

e Roles des microbiomes dans les
écosystémes (Trousselier et al., 2017)
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environnement microbien

Prédation
Ingestion

Hypothéses
Les amphibiens peuvent participer a la
résilience des petits écosystéemes aquatiques
Emission . /
Selectlon \ 5}%
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en tant que :
Réservoirs

e Ressources
e \Vecteurs
Emission

Problématique
. : Ressource
< \' Microbiote
o | intestinal .-+~

1. Dans quelles mesures le microbiote eucaryote
des amphibiens correspond aux communautés

de protistes libres dans l’'eau ?
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Méthodes

Récolte de microbiotes d’amphibiens

et construction des données de métagénomique

Ortmann e 4 Anoures; 3 Urodeles
e 3 stades de développement

/ ; \_ Nasses e 3 passages / printemps
—
PN

Isolation
48h

-Rincage

) L -Frottis cutanés
Filtration a

0,22 micron

Récolte de
feces (inédit)
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Récolte de microbiotes d’amphibiens

Méthodes

et construction des données de métagénomique

\

Mare

Table d’abondance des protistes

/ ; \_ Nasses o
Ortmann °
/

Taxonomic
Units

Ech.1

Ech.2

728 lectures

OTuU.1

5270

OTU.2 464

Démultiplexage

> -Rincage

-Frottis cutanés

Nettoyage
Regroupements
Filtrations
Affiliation taxonomique

Séquencage
multiple

Amplification

Filtration a
0,22 micron

Extraction

< 185

< ADN

3 passages / printemps
4 Anoures ; 3 Urodeéles
e 3 stades de développement

Isolation
48h

Récolte de
feces (inédit)




Analyse

Préalable

Echantillons pilotes (Mailys Gauthier, 2016)

m / 8 Frottis cutanés

Triton crété adulte R
@ 8Féces
Triturus cristatus

8 Contenus

Tétards de grenouille verte intestinaux
Pelophylax sp.

1L 0 2 filtrations

a 0,22 microns
Eau de la mare

prélevée dans les nasses



Analyse v

Pryium ST A | IIIII IIIIIII 11 II [ e I 1 B 1 III|I (I I I

L e Ao et o

Order
Table d’affiliation pour les 288 OTU retenus. En gris les données manquantes

Préalable =

Species

Echantillons pilotes (Mailys Gauthier, 2016)

m / 8 Frottis cutanés 150

% SampleType
E o~ - Feces
. Ayt 2 ~ o
Triton crété adulte . T ., _—1C2 1V L skin
) . @ 8Féces o
Triturus cristatus -§ 1c211vInl @Tadpole
& __r-;::j"_____—:‘é—-h‘__q.ﬁ’é Hy Water
50 — A
8 Contenus . = GaUan
. . I
Tétards de grenouille verte intestinaux ;
Pelophylax sp. o :
D 5000 10000 15000 20000
1L 0 2 filtrations Sample Size
a 0,22 microns Courbes de raréfaction de la diversité dans chaque échantillon. En

Eau de la mare

levée dans | pointillés la standardisation sur la base du plus petit échantillon.
prélevée dans les nasses



OTU richness
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Microbiotes

Partageés

Le partage de protistes

40% des OTU constantes chez les

amphibiens sont partagées avec I'eau.

Dominants partagés / rares en
prévalences hétérogenes.

Relations potentielles variées (libres,
parasites, commensaux, mutualistes,
trophie)

Tube diggstif

// Core protists

51 -\'\ vvVdalel

Diagramme de Venn des OTUs coeurs partagés entre type d’échantillons



Abondance des difféerents phyla

100 » Parasites: coccidies, grégarines
» Levures, moisissures
7
3
< 75- ﬁ'”’" Champignons
A | —_— » .
3 u A::;::::: » agquatiques saprophytes
ou parasites
(d,; |:| Chytridiomycota p
"6 50- |:| Ciliophora 1 »| Ciliés
[ }) |:| Ichthyosporea
o)
Ochrophyta . .
‘E % Phragfm‘;lamphm » Parasites aquatiques
% 25_ . unknown phylum > Algues
o
- » Algues, plantes
0_
T - v » Ce qui reste a décrire !
Skin Feces Tadpole

SampleType



Apicomplexa

Coccidies :

T. cristatus : Eimeria arnyi
Pelophylax: Eymeria reichenowi
T. cristatus: Goussia sp.
Pelophylax sp: Goussia sp.

Gregarines:
Stenophora robusta

0.608

1.4

—— @0 19e000000 Multi-affiliation

o000 ® Eimeria stigmosa
0.965

-0-0000® Eimeria reichenowi

1.000

00
@000008D Eimeria reichenowi -

0.807

00 e0ee-aD Eimeria arnyi -

0.867

<0011 - - c0BBresesel)Eimeria arnyi

0.542

* coellmeee@ll» Goussia neglecta
0.977

000t -000000D® Goussia neglecta
0.997

©-0000080 Goussia sp.

e®»® Stenophora robusta

Jirku et al. Protist. 2009
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Observations

protistes libres

relative abundance (%)

0.20

0.15

0.104

0.05-

0.004

Apicomplexa
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Courbe d’abondance des Apicomplexés
dans I’étude de Simon et al., 2015
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Ichthyosporea

Mesomycetozoa

Amoebidiales

©000000 Psorospermium haeckeli

Amoebidium parasiticum 1000

Paramoebidium sp

0.655
000000 - - 000® Amoebidium parasiticum
CO0000 - 000000BE»® unknown species Abundance
0.367 o 1
) @5
————— - 00080000- unknown species
0.768 @
@
*O000NND- - o c0RRRRRRRRID unknown species
SampleType
0.873
°© - 000- - - 000000000800 unknown species & Feces
& Skin
0.885
& Tadpole
- 0000000 00000000008 Anurofeca sp.
0.885 ! P & Water
0925 | ™
CO000D-GRNNIIEY Multi-affiliation
L—— ¢0000000000000 unknown species

Figs. 11.39A and 11.39C from Lichtwardt, 1976
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Travaux en cours

e FElargissement du
4
3

O_ .
spectre de protistes
détectés

. e Une meilleur résolution

Species B
.Alpestris taX0n0mIque
.bufD
B cristatus e Une expérience surla
Dalmatina P
“ = helveticus causallte
B s e
I temporaria e Les différences entre
phase terrestre et

10-

. o

0-

Gal;ard Les C;Iayes Les \.I'iallees Ru sain;e Anne Saint ;:!Dbert

Pond

count

Effectifs échantillonnés en 2018

sur les 5 mares suivies par le laboratoire ESE



Discussion

Tétard de grenouille agile

Bilan

e Une importante perméabilité entre microbiome
d’amphibien et eau (Colston et Jackson, 2016)

e Un échantillonnage a considérer : effectifs et ADN.

Des roles possibles dans la résilience des communautés de
protistes ?

e Lesrapports d'abondances indiquent un double sens
des échanges :

-Du microbiote interne vers I'eau

-De lI'eau vers le microbiote externe et inversement.

e Entre sélection et émission (Walke et al., 2014)



Les empreintes
ADN des parasites
dans
I’environnement

Vers le diagnostic des populations
d’amphibiens d’'apres leurs empreintes de
parasites



Conclusions

e Un partage de protistes effectif

e Des relations originales pour une ~— #1 | ; y A

espece emblématique (/| : 5T
e Les macro-organismes comme : /

. . . .y s [
acteurs dans la microbiodiversité ;
/

e Les microbiomes en écologie ol ey / i ] N
e Les microbiomes en biologie de la i Y 3

conservation . 1 & 4074

. a






Citations

|a huloﬂe

\.-- VOLETUTLED

Biology of Lakes and Ponds. Biology of Habitats, Ecology, 87(1), Bronmark C. et Hansson L.A., Oxford University
Press, ISBN 0-19-851612-6.

Steffan, S. A., Chikaraishi, Y., Currie, C. R., Horn, H., Gaines-Day, H. R., Pauli, J. N., ... Ohkouchi, N. (2015).
Microbes are trophic analogs of animals. Proceedings of the National Academy of Sciences, 112(49), 15119-15124.
doi:10.1073/pnas.1508782112

Troussellier M, Escalas A, Bouvier T, Mouillot D. Sustaining Rare Marine Microorganisms: Macroorganisms As
Repositories and Dispersal Agents of Microbial Diversity. Frontiers in Microbiology. 2017;8:947.
doi:10.3389/fmicb.2017.00947.

Downing JA. (2010). Emerging global role of small lakes and ponds: little things mean a lot. Limnetica 1: 9-24.

Simpson, A. G. B., & Roger, A. J. (2004). The real “kingdoms” of eukaryotes. Current Biology, 14(17), R693-R696.
doi:10.1016/j.cub.2004.08.038

Simon, M., Loépez-Garcia, P., Deschamps, P., Moreira, D., Restoux, G., Bertolino, P., & Jardillier, L. (2015). Marked
seasonality and high spatial variability of protist communities in shallow freshwater systems. The ISME Journal,
9(9), 1941-1953. doi:10.1038/ismej.2015.6

Schmidt, K., 2015. The ecological role of tadpoles in streams of the Australian Wet Tropics (phd). James Cook

University.
J.D. Smyth & M.M. Smyth (1982), Frogs as host-parasite systems |, Department of Zoology and Applied Entomology,
Imperial College, University of London. ISBN 0-333-28983. pp.112

Walke, J. B., Becker, M. H., Loftus, S. C., House, L. L., Cormier, G., Jensen, R. V., & Belden, L. K. (2014). Amphibian
skin may select for rare environmental microbes. The ISME Journal, 8(11), 2207-2217. doi:10.1038/ismej.2014.77

Rollins-Smith, L.A., and Woodhams D.C. 2011. Amphibian Immunity: Staying in Tune with the Environment. In: Eco-
Immunology. Demas, G.E. and Nelson, R.J. eds. Oxford University Press, Oxford, United Kingdom. pp. 92-143.

T.J Colston & C.R Jackson, 2016, Microbiome evolution along divergent branches of the vertebrate tree of life :
what is known and unknown, Molecular Ecology, doi : 10.1117/mec. 13730

DOWNING, J. A. & C. M. DUARTE. 2009. Abundance and size distribution of lakes, ponds, and impoundments. In:
Encyclopedia of Inland Waters, G. E. Likens (ed.): 469-478. Elsevier, Oxford, U.K

Bronmark et Hansson, 2005, The biology of lakes and ponds, second editino, OXFORD University Press, Biology of
habitats, ISBN 0 19 851612 6 (Hbk), pp. 300.

Rowland, F. E., Rawlings, M. B., & Semlitsch, R. D. (2016). Joint effects of resources and amphibians on pond
ecosystems. Oecologia, 183(1), 237-247. doi:10.1007/s00442-016-3748-5



