
Une$approche$metabarcoding$pour$la$descrip4on$du$microbiote$bactérien$associé$au$
mous4que$4gre$Aedes%albopictus.$!

Guillaume$MINARD$

Directeur$:$Claire$VALIENTE$MORO$(MCU,&UCBL)&
&
CoEdirecteur$:$Patrick$MAVINGUI$(DR,&CNRS)&

UMR$CNRS$5557$–$Ecologie$Microbienne$
«&Dynamique&Microbienne&et&Transmission&Virale&»&

&
Ecole$Doctorale$E2M2$



Microbiote$
Ensemble&des&microorganismes&qui&&
vivent&dans&un&environnement&donné&

$
Composi4on$$

Bactéries,&champignons,&algues,&proHstes,&virus&
&

Ex.&Chez&homme&150&x&plus&de&gènes&que&l’hôte&

Lay!et!al.,!2009&

Introduc4on$ Le$microbiote$

Hess!et!al.,!2011&

Qin&et!al.,!2010&
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Introduc4on$ La$symbiose$au$sein$de$l’holobionte$



$
$

La$Nutri4on$
&
&&&Apports&d’acides&aminés,&vitamines…&
&&&&&Nogge&et!al.,!1976&;&&Akman&Gündüz&&&Douglas,&2009&
&

&&&Dégrada4on&&de&polysaccharides&
&&&&Warnecke&et!al.,!2007&

&
&&&Détoxifica4on$
$$$Sabree&et!al.,!2009&
&&&…&
&
&

$
$

La$reproduc4on$
$
$$$Parthénogénèse$
&
$$$Féminisa4on$
&&&Werren&et!al.,!2008&&
&&&
&&&Isolement$reproduc4f&
&&&Brucker&&&Bordenstein&2013&
&&&…&
&
&
&
&

$
$

Les$stress$
$
&&&Stress$bio4ques$(parasitoïdes,&
&&&pathogènes…)&
&&&Hedges&et!al.,!2009&
&
&&&Stress$abio4ques$(Température,&
&&&insecHcides…)&
&&&&Montlor&et!al.,!2002&
&
&&
&

Introduc4on$ La$symbiose$chez$les$insectes$E$fonc4ons$



•  Aucun$symbiote$primaire$référencé$

•  Peu&d’études&globales&:&structure&forte&en&foncHon&du&stade,&du&sexe,&du&mode&de&nutriHon&&

•  Nombreuses&perspecHves&d’applicaHon&en&luXe$an4vectorielle$$(e.g.&Wolbachia!wMelpop&W&CLA!–!Dengue&chez&Ae.!aegyp4)&
$ $ $ $ $ $ $ $ $$$$$$ $$$$$$Moreira&et!al.,!2009&;&Walker&et&al.,&2011&

Introduc4on$ La$symbiose$chez$les$mous4ques$(Diptera$:$Culicidae)$E$fonc4ons$

Walker&et&al.,&2011&
&



&
•  4ème&espèce&la&plus&invasive&au&monde&(Global&Invasive&Species&Database)&

•  Moyens&de&luXe&limités&
&
•  Vecteur&d’arbovirus&(CHIKV,&DENV…)&

&
&

Introduc4on$ Aedes%albopictus%



Kenney&et!al.,!2014&

Introduc4on$ La$compétence$vectorielle$



Introduc4on$ L’holobionte$dans$le$pathosystème$vectoriel$



Photo&:&Vincent&Raquin&

•  Bactérie&endosymbio4que$

•  une&seule&espèce&Wolbachia%pipien3s&et&différents&clades&(wAlbA,$wAlbB)$

•  ~100%&d’infecHon&chez&Ae.!albopictus!(Revu&par&Bourtzis&et&al.,&2014)!

•  Manipulateur&de&la&reproducHon&(Incompa4bilité$Cytoplasmique)&

•  PerspecHves&dans&la&luXe$an4vectorielle$(Mousson&et!al.,!2012)&

Dobson&et!al.,!2004&

Introduc4on$ La$symbiose$chez$le$mous4que$4gre$E$Wolbachia%



Zouache&et!al.,!2013& Zouache&et!al.,!2012& Zouache&et!al.,!2012&;&Valiente&Moro&et!al.,!2013&

•  Nombreuses&Proteobacteria&mais&également&Firmicutes,&AcHnobacteria,&Bacteroidetes&(Minard&et&al.,&2013b)&
&
•  Analyses$bas$débit$de&la&diversité&(Culture,&DGGE,&puces&taxonomiques)&&
&

!  VariaHon&selon&:&&
a.$Le$statut$d’infec4on$viral$ b.$Le$sexe$ c.$Le$site$d’échan4llonnage$

Introduc4on$ La$symbiose$chez$le$mous4que$4gre$–$Microbiote$bactérien$

•  Interférence&entre&le&microbiote&bactérien&et&le&virus&de&La&Crosse&(Joyce&et&al.,&2011)&



Cror&et&al.,&2009&

Zouache&et&al.,&2009&

$
•  Détectés&dans&les&popula4ons$naturelles$(Asaia&sp.&;&Acinetobacter&sp.&;&Pantoea&sp.)&
$
•  Localisa4on$:&
&

!  le&tube$diges4f,&les&glandes$salivaires$(Asaia!sp.&;&Acinetobacter!sp.)&
!  les&organes$reproducteurs$(Asaia!sp.)&

&
•  Symbiotes$cul4vables$et&transformables$(Asaia&sp.&;&Acinetobacter&sp.&;&Pantoea&sp.)&&&
&&

$
$
$
$
&

Introduc4on$ La$symbiose$chez$le$mous4que$4gre$–$symbiotes$d’intêrets$



•  Etude&de&la&diversité$!$présence,$abondance$et$interac4ons$

•  Nouvelles$technologies$de$séquençage$:&étude&exhausHve&

•  Séquençage&haut&débit&de&barcodes&:&

•  Quels&barcodes&?&

•  Quelle&profondeur$"&3200&lectures&–&16000&lectures&?&

•  Diversité$interEindividuelle$?&Pools&d’échanHllons&?&&

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Analyse$pilote$



Baker&et!al.,!2003&

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Analyse$pilote$



IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Analyse$pilote$



Minard&et!al.,!2014&

•  Dominance&de&Wolbachia!
•  Présence&des&deux&clades&
•  >&1&copie&/&cellule&
•  Biais&d’esHmaHon&de&la&diversité&

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Analyse$pilote$E$Résultats$



Biais$dans&l’esHmaHon&des&autres&symbiotes&
&
Choix&d’une&alterna4ve&:&

•  AlternaHve&1&:&Blocage&de&l’amplificaHon&
•  AlternaHve&2&:&Etude&de&l’intesHn&moyen&
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IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Réorienta4on$de$l’étude%

MiSeq&W&Illumina&



•  Abondance$relaHve&de&Wolbachia%+/E$faible$dans&l’intesHn&moyen&
•  IntesHn&+$hétérogène$
•  Carcasses$+$homogènes&(possibilité&de&pool)&
•  +$de$diversité$bactérienne&dans&les&intes4ns$

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Soustrac4on$de$Wolbachia%

Stress=0.02&
R²=0.98!



$
•  Diversité$du$microbiote$bactérien$intes4nal$?$
$
•  Structure$géné4que$des$popula4ons$?$
$
•  Effets$de$l’invasion$sur$le$microbiote$et$la$géné4que$des$popula4ons$?$$

$
$

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Phylogéographie$et$diversité$bactérienne%

popula4ons$naturelles$$
invasives$(France)$ou$endémiques(Vietnam)$&



IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Phylogéographie$et$diversité$bactérienne$E$Echan4llonnage%



5 ’------ATCATCATCATCATCATCATC-------3’ 
3’ ------TAGTAGTAGTAGTAGTAGTAG------5’ 

Extraction d’ADN / Amplification 

rrs$région$hypervariable$(V5EV6)$
IntesHns&moyens&n=3W5&(total=38)&
Carcasses&poolées&n=1&(total&=&7)&

Séquençage Miseq 
Analyse 

bioinformatique 

Aedes!albopictus!!
(femelles&non&gorgées)&

Carcasses&ou&intesHns&moyens&

Gène$mt$COI$
n=7W22&(total&=&94)&

11$Microsatellites$
n=22W30&(total&=&199)&

Analyse&de&phylogéographie&

Genotypage Séquençage 

Phylogeographie$ Diversité$bactérienne$

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Phylogéographie$et$diversité$bactérienne$–$Plan$expérimental%



IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Phylogéographie$et$diversité$bactérienne$E$résultats%



IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Phylogéographie$et$diversité$bactérienne$E$résultats%



•  Densité$élevée$au&sein&des&carcasses&
•  Correla4on$entre&les&densités$des$deux$clades$wAlbA$et$wAlbB$

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Phylogéographie$et$diversité$bactérienne$E$résultats%



•  Seulement$deux$échan4llons$d’intes4n$dominés$par$Wolbachia%

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Phylogéographie$et$diversité$bactérienne$E$résultats%



•  Seulement$deux$échan4llons$d’intes4n$dominés$par$Wolbachia%•  Seulement$deux$échan4llons$d’intes4n$dominés$par$Wolbachia%
•  Dominance$de$Dysgonomonas$

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Phylogéographie$et$diversité$bactérienne$E$résultats%



•  Seulement$deux$échan4llons$d’intes4n$dominés$par$Wolbachia%
•  Dominance$de$Dysgonomonas%
•  Plus$faible$diversité$en$France$E$diversité$plus$homogène$

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Phylogéographie$et$diversité$bactérienne$E$résultats%



•  Seulement$deux$échan4llons$d’intes4n$dominés$par$Wolbachia%
•  Dominance$de$Dysgonomonas%
•  Plus$faible$diversité$en$France$E$diversité$plus$homogène$

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Phylogéographie$et$diversité$bactérienne$E$résultats%



Vietnam&
Vietnam&

France&
France&

•  PopulaHons$géné4quement$différenciées$mais&possibilité&d’AdEmixture$en$France$et&au&Vietnam&(PLV,&BD)&
•  Réduc4on&de&diversité$géné4que$et&de&richesse$allèlique$–$correla4on$avec&la&diversité$microbienne$

IIEDiversité$du$microbiote$bactérien$ Phylogéographie$et$diversité$bactérienne$E$résultats%



•  Wolbachia$:$
•  Domine&le&microbiote&bactérien&–&corréla4on&entre&les&deux&clades&(régulaHon&?)&
•  Présente&dans&les$organes$de$réplica4on$virale&(principalement&ovaires)&

Conclusion$ Résultats$majeurs%

Wolbachia!wAlbB!
Wolbachia!wAlbA!



•  Wolbachia&:&
•  Domine&le&microbiote&bactérien&–&corréla4on&entre&les&deux&clades&(régulaHon&?)&
•  Présente&dans&les$organes$de$réplica4on$virale&(principalement&ovaires)&

Conclusion$ Résultats$majeurs%

Wolbachia!wAlbB!
Wolbachia!wAlbA!

•  Perspec4ves$:$
•  Facteurs&de&régulaHon&en&condi4on$contrôlée$
•  Dynamique$de$colonisa4on$par$organe$?$
•  Génomique$compara4ve$en&cours&(Mavingui&et!al.,!2012)&



•  Dysgonomonas$:&&
•  Domine$le&microbiote&bactérien&intes4nal$

Conclusion$ Résultats$majeurs%

Wolbachia!wAlbB!
Wolbachia!wAlbA!

Dysgonomonas!

•  Perspec4ves$:$
•  Isolement$–$séquençage$
•  Fonc4on$?$Dynamique$au$cours$des$stades.$



•  Microbiote$
•  Réduit&chez&populaHons&de&mousHques&invasifs&français&&

Conclusion$ Résultats$majeurs%

Wolbachia!wAlbB!
Wolbachia!wAlbA!

Dysgonomonas!



•  Microbiote$
•  Réduit&chez&populaHons&de&mousHques&invasifs&français&&
•  Génotype&–&Environnement&?&

ENVIRONNEMENT$

GÉNOTYPE$

Conclusion$ Résultats$majeurs%

•  Perspec4ves$:$
•  Impact&de&la&diversité$géné4que$sur&le&microbiote$bactérien$intes4nal,&sur&la&compétence$
•  Impact&des&facteurs$abio4ques$(Température,&humidité)&
•  Assemblages$microbiens$–$compétence,$physiologie$

Wolbachia!wAlbB!
Wolbachia!wAlbA!

Dysgonomonas!
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