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Glossaire :
Allopatrie : taxons qui n'entrent pas en contact I'un avec I'autre dans I'environnement.
Axénigue : individu stérile, sans flore microbienne colonisatrice.

Commensalisme : interaction entre organismes dont I'un des protagonistes fire parti sans
causer de dommage a I'autre.

Ectothermes : organisme vivant incapable de réguler sa température corporelle, qui est alors
régulée par I'environnement extérieur.

Endotherme : organisme vivant capable de réguler et de maintenir sa température corporelle
grace a son métabolisme.

Gnotobiotique : individu a qui I'on a associé expérimentalement des microorganismes afin de
confréler la composition du microbiote.

Hématopoiése : production de cellules sanguines, ou en I'occurrence, hémolymphatiques.
Hémocyte : cellule immunitaire circulante des invertébrés.
Holobionte : ensemble formé par un organisme et son microbiote.

Héte intermédiaire : organisme dans lequel un parasite oU un pathogene doit effectuer une
part de son développement avant de pouvoir infester son héte définitif. La transmission entre
les deux hotes, dans ce cas, ne se fait pas de maniere active.

Immunité mémoire : réponse immunitaire plus rapide et plus efficace aprés une seconde
exposition & un pathogéne, chez les invertébrés.

Microbiome : ensemble des microorganismes et de leur génome, associés a un systeme, qu'il
s'‘agisse d'un organisme ou d'une niche écologique.

Microbiote : ensemble des microorganismes (bactéries, virus, eucaryotes uni- ou pluricellulaires
appartenant aux protistes, aux champignons, aux plathelminthes...) interagissant avec un
organisme a un temps t, quelle que soit la nature de ces interactions (négatives, neutres ou
positives) a ce temps 1.

Mutudlisme : interaction entre organismes dont chaque protagoniste tire un bénéfice.

Niche écologigue : ensemble constitué par la place qu'occupe un organisme dans un
écosysteme, la somme des conditions physico-chimiques et biologiques nécessaires d sa survie
mais aussi, et surtout le réle de cet organisme dans le fonctionnement de I'écosyteéme
(prédateur, parasite...).

Opsonisation : processus biochimique favorisant la phagocytose ou autres mécanismes de
destruction cellulaire, en tapissant la membrane externe de ces cellules avec une molécule
de marquage appelée opsonine.

Parasitisme : interaction entre organismes dont'un tire parti au détriment de I'autre, lui causant
des effets délétéres pouvant le conduire jusqu’d la mort.

Phylosymbiose : corrélation entre la composition d'un symbiote ou du microbiote d'un hote et
sa phylogénie.

Symbiose : association durable entre deux organismes hétérospécifiques sans présupposition
de la nature de l'interaction. Ce terme est souvent utilisé dans le cadre d'une interaction



positive mais il s'agit d'un abus de langage lié a la confusion avec le terme anglais
«symbiosis », spécifique des interactions positives. Ainsi, en francais, le parasitisme, le
commensalisme et le mutualisme sont tous des symbioses.

Sympatrie : faxons qui partagent le méme environnement et peuvent donc étre en contact
I'un avec I'autre.

Vecteur : organisme dispersant une infection en fransportant des agents pathogénes d'un
hote a l'autre.
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NIH : National Institute in Health
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OMS : Organisme Mondial pour la Santé (en anglais, WHO : World Health Organisation)
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PRR : Pattern Recognition Receptor

ROS : Reactive oxygen species

SmPoMucs : Schistosoma mansoni Polymorphic Mucins
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TEP : Thioester Containing Protein
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l. Infroduction

Le 8 Juin 2019, un article de Philippe Charlier et collaborateurs est publié, révélant, gréce
a I'examen de ses restes, que la cause de la mort de Saint Louis, le seul roi frangais jamais
canonisé, n'était pas due a la peste, mais au scorbut (Charlier et al., 2019). Deux ans plus
t6t, un premier article a fait état de la présence d'un parasite dans les viscéres momifiés
de ce méme roi: un ver tfrématode connu pour causer la bilharziose & I'Homme, le
schistosome, et plus précisément, I'espece Schistosoma haematobium (Charlier et al.,
2016). Huit cents ans apres la mort de Saint Louis et I'embaumement de ses visceres, les
parasites étaient toujours bien conservés et identifiables au microscope électronique a

balayage (Figure 1).

10 pm

Mag 170KX WD = 6.1 mm EHT = 0,80 RV

Figure 1: Ver adulte S. haematobium dans les viscéres momifiés de Saint Lovis (MEB x 1700) (d'apres
Charlier et al., 2016)

Apres plusieurs siecles, les secrets cachés d’'un organisme peuvent donc étre révélés, tels

gue des occupants microscopiques ayant vécu en interaction avec lui.

Ce sont justement ces microorganismes, qui ont €té au coeur de ma these, plus

precisement les communautés vivant en interaction avec un macroorganisme. Celui-Ci

'



n'est autre que I'hdte intermédiaire mollusque du parasite susmentionné, Schistosoma
spp.. L'objectif de mes trois ans de travaux a été d'identifier les microorganismes,
bactéries, virus et protistes, de plusieurs especes de mollusques, dans le contexte de
I'interaction tripartite avec les parasites frématodes. J'ai également cherché & établir si
un lien existait entre la présence de certains microorganismes et les capacités

immunitaires antiparasitaires des mollusques.

Les maladies a transmission vectorielle sont, d'aprés I'OMS (Organisation Mondiale pourla
Santé), une menace croissante pour 'numanité. D'aprés un rapport de cet organisme
(WHO, 2017), elles représentent 17 % des maladies infectieuses et causent la mort de plus
d'un million de personnes par an. Parexemple, 40% de la population mondiale est exposée
au risque de fransmission de la dengue, chague minute un enfant meurt du paludisme en
Afrique et plus d'un million de nouveau cas de leishmaniose sont déclarés chaque année.
En outre, le réchauffement climatique, I'augmentation de la pauvreté conduisant & une
réduction al'acces aux soins et a une hygiene minimum, la mondialisation des voyages et
du commerce, sont autant de facteurs qui augmentent le risque de propagation de ce

type de maladies.

1. Qu'est-ce gu'une maladie a transmission vectorielle ¢

Il s'agit d'une maladie transmise activement par un organisme vivant (vecteur) & un autre
organisme. Les vecteurs peuvent étre notamment des insectes hématophages qui, lors
d'unrepas de sang, fransmettent des microorganismes tels que des bactéries, des virus ou
des parasites. Les moustiques sont les vecteurs les plus connus et répandus. lls peuvent,
notamment, fransmettre un grand nombre de maladies selon leur espéce, telles que la
dengue et le Chikungunya (causés par des virus), tous deux transmis par le genre Aedes,
ou le paludisme (dont I’'agent est un parasite protozoaire du genre Plasmodium) transmis
par le genre Anopheles. Il existe également d'autres vecteurs qui transmettent des
maladies comme la Leishmaniose, dont I'agent infectieux est un parasite eucaryote
unicellulaire flagellé du genre Leishmania, transmis par différentes espéces de
phlébotomes comme le genre Lutzomyia, la maladie de Lyme (bactéries du genre
Borrelia) transmise par les tiques dures appartenant au genre Ixodes, ou encore la
frypanosomiase africaine (protozoaire Trypanosoma), mieux connue sous le nom de
maladie du sommeil, dont la mouche tsé-tsé (Glossina sp.) est le vecteur. La bilharziose ou
schistosomiase dont I'agent infectieux est le parasite trématode Schistosoma sp. Est une

maladie "tfransmise" non pas par un insecte mais par des escargots d'eau douce. Le terme




de vecteur concernant cette derniére maladie est sujet & controverse, car beaucoup
considerent qu'un vecteur transmet activement I'agent infectieux, par piglre, ou morsure.
Ici, les larves de parasite sont libérées de facon passive et le mollusque n'interagit pas
directement avec I'néte définitif, il est donc communément considéré comme un héte

intermédiaire.

Bien que la bilharziose ne rentre pas exactement dans la définition de parasitologie d'une
maladie a transmission vectorielle, le parasite étant fransmis passivement, il est quand
méme admis de la classer dans cette catégorie, notamment & cause des taux de

fransmission et de mortalité tfrés élevés quila caractérisent.

2. Quelles solutions pour la lutte contre ces maladies ¢

Différents moyens de lutte existent et sont mis en place afin de réduire la propagation et
les risques de fransmission de ces maladies. Un pan de ce fravail consiste & informer les
populations locales sur les zones a risques, les moyens de transmission, tout en leur offrant

des solutions comme un meilleur acceés d lI'eau et aux systémes d'assainissement.

Une action directe contre ces maladies est également possible, notfamment par le
développement de vaccins, dont le mode d’'action consiste d « exposer un organisme a
un pathogéne vivant atténué, un pathogene inactivé ou a des particules de pathogenes,
afin de lui apprendre a le reconnaitre plus vite et & se défendre plus efficacement » (Vetter
et al. 2018). Le développement de ce type de traitement est long et complexe et ne
s'adapte pas a tous les types de pathogenes. D'autres formes de médication ont donc
un mode d'action curatif et non préventif, n'empéchant pas la réinfection. Cependant,
des résistances a certains médicaments sont souvent observées, notamment dans le cas

de fraitements de masse.

Le Praziquantel est le principal reméde utilisé pour soigner la bilharziose, causée par le ver
trématode du genre Schistosoma. Il est efficace contre la plupart des formes de la
maladie mais a été démontré comme moins actif contre les formes juvéniles des vers que
contre les formes matures (Pica-Mattoccia & Cioli, 2004; Xiao et al., 1985). Les traitements
de masse, notfamment des populations d'Afrique sub-saharienne pourraient conduire ala

sélection de formes résistantes au médicament chez les parasites.

Ce phénomeéne de résistance au Praziquantel est fortement étudié depuis plusieurs
années mais les résultats sont controversés (Cioli, 2000; Doenhoff et al., 2008; Doenhoff et
al., 2002; Fallon, 1998; Greenberg, 2013; Wang et al., 2012).




Certaines études ont porté sur I'apparition de résistance sur le terrain ou I'échec de la
thérapie (lié par exemple a de trés forts taux de transmission ou une forte présence de vers
juvéniles, contre lesquels le Praziquantel est inefficace). Des résistances ont été reportées
notamment chez S. mansoni (Botros et al., 2005; Campos ef al., 1976; Couto ef al., 2011;
De Souza Dias & Olivier, 1986; De Vlas et al., 1996; Fallon & Doenhoff, 1994; Ismail et al.,
1996; Stelma et al., 1995), d'autres chez S. japonicum (Seto et al., 2011; Wang ef al., 2012)
et d'aufres encore chez S. haematobium (Alonso et al., 2006; Herwaldt et al., 1995). Ces
études ne démontrent pas|'émergence de résistance dalarge échelle, mais plutdt des cas

d’'individus isolés de parasites présentant une sensibilité réduite au tfraitement.

L'action du Praziquantel restant mal connue, la compréhension des mécanismes de
résistance le sont d’autant moins (Cupit & Cunningham, 2015), rendant difficile la mise en
place de solutions alternatives. C'est pour cette raison que d'autres possibilités doivent étre
envisagées, comme celles qui consistent en I'élimination des « vecteurs » de ces maladies,
afin de maitriser leur propagation et de casser le cycle de développement des parasites.
En ce qui concerne les schistosomes, Pointier et Giboda (1999) ont résumé les efforts de
contréle des populations d'hotes intermédiaires des parasites, par des traitements
chimigues ou par de la mise en compétition entre différentes espéces de mollusques. Un
questionnement bioéthique se pose alors : I'infroduction d’agents chimiques, d'une
espece plus compétitive d'un autre milieu, ou la suppression d'une espece ne

risqueraient-elles pas de déséquilibrer un écosystéeme entier 2

Une meilleure compréhension du systeme hote/parasite et de la physiologie du vecteur
ou de I'héte intermédiaire est, quoi gu'il en soit, essentielle & la mise en place de moyens

efficaces de lutte contre ces maladies vectorielles.

Le laboratoire Interactions Hoétes-Pathogénes-Environnement axe une partie de ses
recherches sur le modele de linteraction entre le parasite du genre Schistosoma et ses

hotes intermédiaires mollusques, appartenant a la famille des Planorbidae.




Les schistosomes sont des vers parasites plats font partie des frématodes digenes, ou en
termes phylogénétiques, appartiennent & la sous-classe Digenea des Trematoda, groupe
frere des Cestoda et Monogena, ces trois classes appartenant aux Plathelminthes

Neodermata. (Figure 2).
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Figure 2 : Position phylogénétique de la classe des frématodes au sein des Neodermata, super-classe
appartenant aux Plathelminthes, d'aprés I'analyse de la séquence d'acides aminés de 12 génes codant
pour des protéines mitochondriales (modifié d'apres (Park et al., 2007).

Il en existe sept especes, ainsi que plusieurs hybrides, méme enfre des espéces
phylogénétiquement éloignées (Lockyer et al., 2003), comme S. haematobium et S.
mansoni (Depaquit et al., 2019; Huyse et al., 2013; Le Govic et al., 2019). Il n’est pas non
plus rare de frouver des personnes infestées par les deux especes en méme temps

(Gouvras et al., 2013; Koukounari et al., 2010; Meurs et al., 2012).




Le schistosome est responsable de la bilharziose chez I'Homme, infestant environ 240
millions de personnes dans le monde entier (toutes espéces confondues). Plus de 200 000
personnes succombent a la maladie, rien qu'en Afrique sub-saharienne, chague année
(WHO, 2016). Son cycle de vie est complexe, il nécessite en effet deux hétes pour achever

son développement (Figure 3).

Hote intermédiaire
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Figure 3 : Cycle de vie complexe du parasite Schistosoma mansoni.

Les couples d'adultes mdles et femelles vivent dans les veines mésentériques ou dans le
plexus veineux uro-génital de I'hoéte définitif selon I'espéce. Les femelles sont frés petites,
trop faibles pour se nourrir et se déplacer seules, c'est pourquoi les méles les gardent au

sein de leur canal gynécophore (Figure 4).




Figure 4 : Photographie d'un couple de Schistosoma bovis au microscope optique, le mdle (franslucide)
est bien plus gros que la femelle (noire) et la tient dans son canal gynécophore.

Les femelles rel@chent des centaines de milliers d'ceufs fécondés par jour. Certains de ces
ceufs n'écloront jamais et sont retenus dans les tissus de I'hdte dans lesquels ils peuvent
induire notamment des inflalmmations, tandis que les autres sont évacués par les voies
urinaires (S. haematobium) ou fécales (S. mansoni, S. japonicum, S. mekongi, S.
intercalatum, S. guineensis, S. bovis), en traversant la paroi de la vessie ou de l'intestin.
Lorsque les ceufs atteignent un milieu aquatique, des larves nageuses libres ciliées,
appelées miracidia, émergent puis nagent jusqu’'d rencontrer leur hote intermédiaire
mollusque. C'est au sein de cet hote que la phase de reproduction asexuée a lieu. Les
larves pénétrent activement dans les fissus de son hote puis s'enkystent en sporocystes
primaires, aboutissant a la formation de sporocystes secondaires. Au bout de quatre a six
semaines, ces derniers ont le potentiel de produire, par multiplication asexuée, des milliers
de larves nageuses : les cercaires. Celles-ci correspondent au stade infectieux du parasite,
et émergent du mollusque pour rencontrer leur héte définitif vertébré, dans lequel elles
pénétrent par effraction de la peau. Elles perdent alors leur queue bifide pour devenir des
larves schistosomulae, qui migrent alors via le systéme circulatoire dans les poumons, le
foie puis le systeme veineux porte ou le systeme veineux drainant les organes pelviens. Ld,
les parasites maturent jusqu'au stade adulte sexué, puis migrent dans les veines
mésentériques supérieures ou inférieures ou dans le plexus veineux uro-génital, selon
I'espéce. Les adultes s'accouplent ensuite, produisent des oceufs, pour commencer un

nouveau cycle.

Ces parasites et leurs hotes se retrouvent dans les zones tropicales et sub-fropicales. De
nombreuses especes de mollusques de la famille des Planorbidae servent d'hotes

intermédiaires a ces parasites, divisées en deux sous-familles, les Planorbinae et les Bulinae




(Morgan et al., 2002). Parmi les Planorbinae, on trouve notamment I'espece Biomphalaria
glabrata (Figure 5), I'un des principaux modeles d'étude du laboratoire IHPE et hoéte

intfermédiaire de I'espece S. mansoni.

Figure 5 : Photographie d'un individu Biomphalaria glabrata originaire de Guadeloupe (souche GUA) a
la loupe binoculaire.

Ces mollusques pulmonés d'eau douce viennent de différentes localités géographiques,
notamment du Brésil et de Guadeloupe (Figure 4), et sont maintenus depuis de
nombreuses générations au laboratoire. lls sont maintenus & température constante, de
26°C (température approximative des cours d'eau de leur milieu naturel), selon un cycle

jour/nuit de 12h, et nourris ad libitum avec de la salade.

Figure 6 : Origine géographique des souches de laboratoires étudiées dans le cadre de ma these. En
bleu, rouge et jaune, trois souches de B. glabrata, respectivement BQGUA, BgBRE et BgBAR. En orange,
la souche de B. pfeifferi originaire d'Oman. En parme, la souche espagnole de P. metidjensis. En violet, la
souche corse de B. truncatus.

Les cycles de différentes souches de parasites sont également maintenus au laboratoire.
Nous disposons donc de plusieurs combinaisons hétes-parasites, sympatriques (provenant

de la méme origine géographique, et ayant donc eu l'opportunité de se rencontrer a




I'état naturel) et allopatriques (provenant d'une origine géographique différente, et donc

n'ayant pas eu l'opportunité de se rencontrer & I'état naturel). En conditions sympatriques,

les systémes de défense des mollusques et les stratégies d'infestation des parasites ont

donc coévolué, alors quedans le cas d'organismes allopatriques, le systeme immunitaire

de I'un peut reconnaitre moins efficacement le parasite tandis que les capacités

d'infestation de ce dernier peuvent ne pas éfre optimales.

Selon les combinaisons sympatriques, la capacité des parasites a se développer dans les

mollusques varie, fraduisant une virulence différente selon la souche. Cette aptitude ¢

établir une infection et achever sa transmission donne ce gu'on appelle le phénotype de

compatibilité entre I'hdte et le parasite (Coustau & Théron, 2004). Ce phénotype est

également influencé par les capacités immunitaires de

I'nbte mollusque. Des

combinaisons croisées ont été menées expérimentalement, en associant des souches

sympatriques et allopatriques, de sorte d tester la compatibilité de ces croisements
(Galinier et al., 2017a; Theron et al., 2014) (Figure 7).
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Figure 7 : Radars de compadtibilité de différentes combinaisons hétes-parasites. En haut, sensibilité de
chaque souche de Biomphalaria vis-G-vis de sa souche sympatrique (cercle coloré) et de souches
dllopatriques de parasites, d part BgBS90, car nous ne disposons pas de sa souche sympatrique au
laboratoire. En bas, infectivité de chaque souche de S. mansoni vis-O-vis de sa souche sympatrique
(cercle coloré) et de souches allopatriques. Chaque cercle pointillé représente 10% des individus mis au
contact des parasites, chez qui ceux-ci parviennent a se développer. (d'aprés Théron et al., 2014 et

Galinier et al., 2017a)

Cette expérience a révélé un haut niveau de polymorphisme de compatibilité selon les

combinaisons maintenues en laboratoire depuis plusieurs générations, ce qui peut

s'expliquer par différentes stratégies d'évitement des défenses des mollusques par les

parasites, ainsi que les différentes stratégies immunitaires des escargots, qui seront

développées plusloin (voirl. C.) (Galinieret al., 2017; Portet et al., 2018, 2019; Sapp & Loker,

'



2000b, 2000a; Van Der Knaap & Loker, 1990). L'ensemble de ces stratégies adoptées par

I'hote et le parasite correspondent & un parfait exemple de course aux armements.

Le polymorphisme de compatibilité fraduit donc de capacités d'infestation et de
capacités immunitaires variables selon les souches de parasites et de mollusques. Ce
phénotype est étudié de longtemps mais est tres complexe (Mitta et al., 2017). La
compréhension de ces interactions immunitaires est une étape clef pour appréhender

tous les mécanismes mis en jeu dans le contexte de ce phénotype.

L'immunité correspond a la capacité d'un organisme & reconnaitre le non soi et d le
maintenir & un niveau non délétere pour I'organisme ou a I'éliminer (Hooper et al., 2012;
Pradeu & Vivier, 2014). Des microorganismes pathogenes (bactéries, virus,
champignons...) peuvent éfre a I'origine d'une réaction immunitaire et/ou entrainer un
affaiblissement pouvant éventuellement conduire jusqu'a la mort de I'néte si I'infection
n'est pas contrélée. Un microorganisme neutre ou bénéfique peut également devenir
pathogene pour l'organisme hdéte dans certaines conditions, notamment en cas de
prolifération. Le terme de pathogénicité correspond donc plutdét & un état au cours d'une
interaction entre un hbte et des microorganismes (Méthot & Alizon, 2014). Outre les
microorganismes, le systéme immunitaire d'un organisme peut également étre altéré ou
stimulé par des molécules étrangéres (polluants, métaux lourds, toxines...) (de Carvalho
Augusto et al., 2019).

Dans le monde animal, il existe plusieurs types d'immunité. Chez les vertébrés, elle se
décline en immunité innée et immunité adaptative ou acquise (mémorisation d'un
contact précédent avec un pathogéne pour une réponse spécifique plus rapide et
efficace lors du second contact). L'immunité des invertébrés, quant a elle, a longtemps
été considérée comme uniguement innée, sans spécificité et sans mémorisation des
infections. Torre et ses collaborateurs (2017) ont, cependant, démontré la fragilité de ce
constat, bien que limmunité adaptative ait longtemps été considérée comme spécifique
des vertébrés et son équivalent chez les invertébrés étant tres controversé (Arala-Chaves
& Sequeira, 2000; Klein, 1997; Kurtz, 2005; Rinkevich, 1999). En effet, la capacité de
mémorisation immunitaire a longtemps été négligée chez ces organismes, en partie a
cause de la vision de limmunologie centrée sur celle des vertébrés, puisque les

mécanismes liés au processus de mémorisation décrits chez ces derniers, sont absents ou




encore non décrits jusqu’'d présent (notamment la présence de lymphocytes, d'anticorps

et de molécules du Complexe Majeur d'Histocompatibilité (CMH)) (Kurtz, 2005).

Pourtant, une réponse immunitaire, plus rapide et plus efficace apreés une seconde mise
en contact, a été caractérisée chez des invertébrés, dés les années 70, notamment chez
des Cnidaires comme Montipora verruosa en réponse 4 des greffes avec d'autres coraux
(Hildemann et al., 1977). La résistance de B. glabrata, acquise aprés une premiére
infestation par des échinostomes a également été démontrée dans ces années (Lie &
Heyneman, 1975; Lie & Heyneman, 1979; Lie et al., 1975). Une meilleure défense des
mollusques suite & une réinfestation par Schistosoma a été mise en évidence plus
tardivement. Une étude histologique a notamment comparé le succes d'implantation de
parasites dans des mollusques ayant déja été mis en présence de parasites homologues
(Sire et al., 1998). Cet échec du challenge immunitaire pourrait notamment éfre lié a la
présence simultanée des parasites des deux infestations, conduisant & une compétition

entre les parasites.

Sadd et Schmid-Hempel ont appelé ce phénomene Specific Immune Priming ou immunité
mémoire en démontrant qu'une premiére exposition a un pathogene peut améliorer la
réponse immunitaire du bourdon Bombus terrestris en cas de deuxiéme rencontre, et ce,
sur une longue échelle de temps (tfrois semaines entre les deux expositions dans cette
étude) (Sadd & Schmid-Hempel, 2006). Ce type de réponse a été décrit dans de
nombreux modeéles d'étude invertébrés comme des crustacés avec Porcellio scaber
contre des souches de Bacillus thuringiensis et de Escherichia coli (Roth & Kurtz, 2009), ou
encore des insectes comme Drosophila melanogaster exposées a Streptococcus
pneumoniae (Pham et al., 2007). Milutinovi¢ et Kurtz (2016) ont défini ce phénomeéne
comme "la capacité d'un systeme immunitaire & stocker ou simplement utiliser
linformation d'un antigéne ou parasite précédemment rencontré, au moment d'une
seconde exposition". Dans cette revue, ils discutent le fait que cette immunité mémoire
inclut la réponse qui se dissipe apres la premiere exposition, pour & nouveau augmenter
d la seconde, ainsi que la réponse maintenue entre la primo exposition et le challenge
immunitaire (seconde exposition). Avant de comprendre quels facteurs influencent
I'immunité, et de quelle maniére ils I'influencent, I est important de connditre les

mécanismes qui composent cette immunité.

Le polymorphisme de compatibilité entre les parasites schistosomes et leurs hotes
intermédiaires Planorbidae repose en grande partie sur I'équilibre entre les mécanismes
immunitaires mis en oceuvre parl'hdéte etles mécanismes de virulence du parasite. En effet,

les variabilités de capacité immunitaire des uns et de capacité d'infestation des autres




expliquent notamment les échelles de compatibilité entre les différentes combinaisons de
mollusques et de parasites. Une des premieres étapes de la réponse immunitaire est la
reconnaissance des parasites par des molécules spécialisées dans cette fonction, solubles
ou portées a la surface des cellules immunitaires. La seconde étape consiste en
I'élimination du pathogéne par les systéemes effecteurs, activés par des voies de
signalisation. Des stratégies de contournement des défenses immunitaires de |'hote
peuvent également étre développées par les parasites, notamment en diversifiant les
molécules reconnues par les récepteurs de I'hdte pour fromper ces demiéres, ou en

développant des anti-effecteurs pour contrer les molécules effectrices.

1. Connaitre son ennemi et sonner I'alarme : la reconnaissance

des pathogenes

Une réponse immunitaire ne peut étre activée que si les pathogénes et molécules
étrangeres sont reconnus comme du non soi : c'est la fonction des récepteurs
immunitaires. Ces molécules peuvent étre de surface ou solubles. Les récepteurs de
surface, appelés PRRs pour "Pattern Recognition Receptors”, reconnaissent les ligands que
'on retrouve chez les microorganismes, qu'ils soient ou non pathogenes (Chu &
Mazmanian, 2013). Certains identifient des motifs moléculaires précis des parasites et
pathogéenes, appelés PAMPs pour "Pathogen Associated Molecular Patterns” (Janeway Jr,
1989), d'aufres peuvent reconnditre des molécules de signadlisation de dommages
cellulaires appelées DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns) ou Alarmines
(Matzinger, 1994).

Parmiles récepteurs membranaires impligués dans la reconnaissance, on peut frouver des
récepteurs de type Toll capables de reconnaitre des pathogénes (Nakamoto et al., 2012).
Chez B. glabrata, la premiéere description de récepteurs de type Toll, appelés BQTLR et leur
réle important dans sa réponse cellulaire anti-schistosomes est récente (Humphries &
Deneckere, 2018; Pila et al., 2016). Ces récepteurs varient en abondance selon le
phénotype de compatibilité de la souche de B. glabrata étudiée. Par exemple, les auteurs
ont démontré que la souche BgBS90, trés résistante & S. mansoni, présente un nombre trés
élevé de BQTLRs, en comparaison avec une souche sensible aux parasites. De la méme
maniere, |I'expression des transcrits de BgTLRs de BgBS90 a été mesurée comme 27 fois plus
forte apres un challenge avec le parasite en comparaison aux ndifs, tandis qu’elle n'était
pas modifiée chezla souche sensible (Pila et al., 2016). Ces différents résultats démontrent
I'implication de cesrécepteurs dans |'efficacité de la réponse immunitaire des mollusques,
ce qui a été confirmé par une expérience de knockdown des BgTLRs ayant induit une

altération de la résistance des individus BgBS90.




Outre les récepteurs membranaires, d'autres sont solubles dans I'hémolymphe. C'est le cas
notamment des PeptidoGlycan Recognition Proteins (PGRPs) et des Gram Negative
Binding Proteins (GNBPs), porteuses d'un domaine conservé permettant la reconnaissance
de protéines de surface des pathogénes. Ces molécules, appartenant aux PRRs, sont
connues pour jouer un réle essentiel dans les voies immunitaires Toll et Imd (Hoffmann &
Reichhart, 2002). Chez B. glabrata, plusieurs PGRPs et GNBPs ont été identifiés (Adema et
al., 2017; Deleury et al., 2012; Zhang et al., 2007), et I'expression des genes codant pour
ces récepteurs a été démontrée comme sous-régulée suite a l'infection par divers
microbes. En revanche, suite & une infestation par S. mansoni, aucun changement de leur
expression n'a été reporté. La fonction de ces récepteurs dans le phénotype de
compatibilité entre mollusques et frématodes n'a donc pas encore pu étre clairement

établie.

De nombreuses lectines ont été identifiees dans I'némolymphe des mollusques. Il s’agit de
protéines produites par les hémocytes (Ottaviani, 1988; Van Der Knaap et al., 1981) et
capables de se fixer spécifiquement et réversiblement & des carbohydrates de surfaces,
leur permettant ainsi de reconnditre une particule. Elles sont relarguées dans le plasma ou
elles immobilisent les molécules étrangeres en s’agglutinant autour d’elles. Les lectines
peuvent également fonctionner comme des opsonines en favorisant la phagocytose par

les hémocytes (Mullainadhan & Renwrantz, 1986).

Parmi ces lectines, certaines contenant un domaine Clqg (C1gDC) ont été décrites
comme ayant un potentiel de reconnaissance de pathogénes chez plusieurs especes de
mollusques et I'augmentation rapide des transcrits de ces protéines, suite a une injection
de bactéries ou a une infestation par S. mansoni confirme I'hypothése d'un réle important

dans la reconnaissance du non soi (Adema et al., 2010; Deleury et al., 2012).

L'implication d'un systéme de lectines spécialisé dans la reconnaissance immunitaire de
déterminants glycanes associés au non-soi dans I'activation des réponses immunitaires
des pathogenes chez B. glabrata, notamment des tfrématodes, a été suggérée (Dunn &
Yoshino, 1988; Loker, 2010; Martins-Souza et al., 2011; Mitta et al., 2012; Sullivan et al., 2014).
Or, Yoshino et ses collaborateurs ont démontré que les glycotopes (épitopes des
glycoprotéines, autrement dit, molécules reconnues par les antigénes) étaient abondants
et tfres divers structurellement et que certains d'entre eux étaient exprimés de maniéere
variable entre les individus miracidia, ce qui suggere leur implication dans I'efficacité
d'infestation, et ainsi, dans la compatibilité escargot-schistosome (Dunn & Yoshino, 1988;
Martins-Souza et al., 2011; Peterson et al., 2009; Yoshino et al., 2012).




Les Fibrinogens-Related Proteins (FREPs), sont des lectines solubles dans le plasma qui
peuvent a la fois reconnaitre des molécules membranaires mais aussi des produits
d'excrétion. Cette classe de récepteurs a été identifiée pour la premiere fois chez les
mollusques B. glabrata (Adema et al., 1997; Zhang et al., 2001) . Ces molécules FREPS sont
tfrés diversifiées ((Pila et al., 2017) et participent activement a la réponse immunitaire, en
se liant spécifiqguement d la surface de pathogénes (Gordy et al., 2015; Zhang et al., 2008),
jouant ainsi un réle essentiel dans la résistance aux frématodes digenes, comme les
schistosomes (Coustau et al., 2015; Hanington et al., 2010; Mitta et al., 2012; Moné et al.,
2010q; Pila et al., 2017). En effet, leur niveau d’expression augmente en réponse A un
challenge immunitaire avec ces parasites (Adema ef al., 1997; Hanington et al., 2010).
Elles ont un frés haut niveau de polymorphisme et un répertoire tres varié (Dheilly et al.,
2015; Galinier et al., 2017a; Gordy ef al., 2015; Lee ef al., 2004; Zhang et al., 2004), ce qui
pourrait notamment expliquer les différence de résistance entre les populations de
mollusques. Les FREPs sont connues pour se lier & des produits d'excrétion ou de sécrétion
des parasites pour former des complexes moléculaires, notamment avec des
glycoprotéines de types mucines (Moné et al., 2010a). Parmi ces FREPS, la FREP3 semble
étre essentielle au maintien du phénotype de résistance des escargofs, son niveau
d'expression apres infestation étant beaucoup plus élevé chez les individus résistants que
chez les sensibles (Lockyer et al., 2012). Dans un contexte de course aux armements et
pour pdllier d la variabilité des FREPs des mollusques, les mucines des parasites présentent
également un fort polymorphisme, avec de nombreux variants basés sur un nombre
relativement faible de génes (Roger et al., 2008a). Cette propriété a conduit les auteurs
ayant découvert ces protéines a les nommer les Schistosoma mansoni Polymorphic
Mucins, ou SmPoMucs (Roger et al., 2008b). Les mucines de surface des parasites tres
compatibles sont peu nombreuses mais leur répertoire est trés varié (Galinier et al., 2017a;
Roger et al., 2008b). Une stratégie d'évitement de la reconnaissance par le systéeme
immunitaire pourrait étre la suppression totale de ces mucines, cependant elles sont
essentielles au succes d'infestation des parasites. En effet, ces protéines ne sont exprimées
qu'aux stades ceufs, larves miracidia et sporocystes, avec un niveau maximal d'expression
a|'état larvaire (Roger et al., 2008b). De plus, elles sont localisées au niveau de la glande
apicale, impliquée dans la sécrétion de produits nécessaires a la pénétration des larves
dans le manteau des mollusques (Roger et al., 2008; Yoshino et al., 1993). Ces données

démontrent leur implication dans le processus d'infestation.




L'une des hypothéses proposées est que les schistosomes utilisent le mimétisme
moléculaire pour éviter la reconnaissance immunitaire (Abu-Shakra et al., 1999; Damian,
1997). En effet, I'expression d'anfigenes ou de molécules ressemblant & celles de I'hote
diminue la probabilité de reconnaissance des parasites par le systéeme immunitaire de
I'néte (Yoshino et al., 2013). De la méme maniere, augmenter la diversité des antigénes
reconnus parl’hdte réduit le risque de reconnaissance, ainsi, les SmPoMucs pourraient étre
utilisées comme écran de fumée pour éviter la reconnaissance et permettre de passer au
stade sporocyste (Mitta et al., 2012). Il s'agit d'un bel exemple de course aux armements
entre les parasites et leurs hdtes intermédiaires (Moné, 2011; Moné et al., 2010a). En effet,
la diversification des récepteurs impliqués dans la reconnaissance du non soi par les
mollusques leur assure une identification précoce d'une grande variété d'envahisseur,
conduisant les parasites, pour améliorer leur probabilité d'infestation, & diversifier leurs
antigénes reconnus par les mollusques, ou inversement (Figure 8).
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Figure 8 : Reconnaissance des SmPoMucs par les FREPs. A chaque type de récepteur correspond un
antigéne (méme forme, méme couleur). La diversification des premiers permet |I'amélioration de
I'efficacité de la reconnaissance, tandis que la diversification des antigénes augmente leur probabilité
de ne pas étre reconnu par leur hote.

Un froisieme protagoniste a été mis en évidence dans linteraction entre FREPs et
SmPoMucs : des protéines contenant des domaines Thioester, ou TEP (ThioEster Containing
Proteins). Ces TEP jouent un réle dans I'opsonisation, processus biochimique favorisant la
phagocytose, chez B. glabrata (Moné et al., 2010a; Wu et al., 2017). Une étude a
démontré I'interaction directe ou indirecte de ces TEPs avec les SmPoMucs et les FREPs,
confirmant leur implication dans la reconnaissance et I'élimination des parasites (Moné et
al., 2010q).




D’autres lectines similaires au FREPs mais associées & un domaine type C ou galectine ont
été identifices et respectivement nommeées C-type lectin-RElated Protein (CREP) ou
Galectin-RElated Protein (GREP) (Dheilly et al., 2015). Elles pourraient jouer un réle potentiel
dans la reconnaissance immunitaire. En effet, des galectines peuvent étre impliquées
dans la reconnaissance de virus, bactéries, champignons et protozoaires (Vasta et al.,
2012). La galectine identifiée chez B. glabrata (BgQGAL) jouerait un réle potentiel dans la

reconnaissance de certains pathogénes (Dheilly et al., 2015; Yoshino et al., 2008).

2. Organiser les troupes : les voies de signalisation

Une fois les pathogenes identifiés, la réponse immunitaire est activée par des voies de
signalisation. Celles-ci produisent des molécules qui enclenchent la production

d'effecteurs immunitaires, et de cellules de communication, ou encore l'inflammation.

Lors de I'analyse des transcrits exprimés par les hémocytes circulants de B. glabrata, Mitta
et ses collaborateurs ont mis en évidence des transcrits aux séquences similaires d des
cytokines MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor) (Mitta et al., 2005). La localisation
de leur expression, dans les cellules immunitaires que sont les hémocytes, suggere un role
de ces molécules dans I'immunité des mollusques (Garcia et al., 2010). En effet, un
knockdown des génes codant pour ces protéines a impacté |'encapsulation des
sporocystes de S. mansoni in vitro. Cette méme expérience in vivo a empéché les
modifications de populations d’hémocytes circulants en réponse & une infestation par le
parasite, conduisant & une augmentation du succes d'infestation (Garcia et al., 2010).
Ces résultats ont permis de caractériser le réle des BgMIF dans les processus de

signalisation immunitaire chez B. glabrata.

Une étude a analysé les profils d’expression de différents génes aprés exposition a des
bactéries et a ainsi pu identifier les transcrits impliqgués notamment dans les voies de
signalisation (Deleury et al., 2012). Parmi eux, les auteurs ont identifié de nombreuses
protéases a sérines et inhibiteurs de protéases, potentiellement associés d des cascades
enzymatiques régulant des voies de signalisation telle que Ia voie Toll (El Chamy et al.,
2008). La voie Toll est une voie de signalisation connue chez de nombreux invertébrés. La
présence de molécules homologues d celles impliquées dans sa régulation, comme des
récepteurs types Toll (voirl. C. 1.) laisse penser que cette voie est bel et bien présente chez
Biomphalaria glabrata, bien qu’elle n'ait, & ma connaissance, pas encore été clairement

identfifiée.

Des franscrits codant pour des calmodulines, protéines connues chez les vertébrés pour

jouer un réle dans I'activation de nombreuses protéines, notamment d'enzymes majeures




de la réponse immunitaire (Hoeflich & Ikura, 2002; Racioppi & Means, 2008; Smallwood et
al., 2006), ont également été identifiés chez B. glabrata (Deleury et al., 2012). Les
interactions entre ces calmodulines et B. glabrata ont été étudiées par reconstruction
phylogénétique : en effet, ces molécules sont hautement conservées, avec seuls quelques
acides aminés différents entre celles des vertébrés et celles des invertébrés (Simpson et al.
2005). Les séquences des calmodulines identifiées chez B. glabrata formaient un cluster
tfrés clair avec celles des vertébrés et des plantes, suggérant une homologie fonctionnelle
entre ces molécules. De plus, leur différentiel d’expression apres I'injection de bactéries
renforce I'hypothese de I'implication des calmodulines dans les mécanismes immunitaires

(Deleury et al., 2012).

Des études menées sur la réponse immunitaire de Drosophila ont démontré que les
récepteurs PGRP et GNBP jouaient un réle essentiel dans I'activation et le contrble en
amont des voies de signalisation Toll/Imd (Gobert et al., 2003; Hoffmann, 2003; Lemaitre &
Hoffmann, 2007). Plus précisément, les formes courtes de PGRP associées aux GNBP
étaient impliqguées dans I'activation de la voie Toll (Gobert et al., 2003; Lemaitre &
Hoffmann, 2007) et les formes longues, dans la régulation de la voie Imd (Lemaitre &
Hoffmann, 2007; Zaidman-Rémy et al., 2006).La voie IMmune Deficiency (IMD) est
impliquée dans la régulation de I'immunité de plusieurs especes d'invertébrés (Cirimotich
et al., 2010; De Gregorio et al., 2002). Elle joue également un réle dans le confréle de la
charge bactérienne du microbiote, par le biais de régulateurs de type PGRP qui
améliorent la tolérance de I'héte au microbiote (Clayton et al., 2014; Gendrin et al., 2017).
La présence de formes courtes et longues de PGRP et de GNBP chez B. glabrata suggere

une potentielle implication de ces molécules dans ces voies de signalisation.

De nombreuses molécules ont donc été caractérisées chez B. glabrata comme
homologues de molécules connues impliquées dans les voies de signalisation de
I'immunité des invertébrés. Cette implication dans notre modéle reste hypothétique, les
voies de signalisation étant encore mal caractérisées, cependant, les hauts niveaux
d'’homologie et les dynamiques d’expression de transcrits de ces molécules lors d'un

challenge immunitaire suggere tout de méme fortement leur réle dans I'immunité.

3. Lancer l'offensive : les effecteurs immunitaires

L'activation de ces différentes voies de signalisation engage I'initialisation de mécanismes
et la production d'effecteurs immunitaires. Comme leur nom l'indique, les effecteurs sont
des cellules et molécules qui vont répondre aux stimuli envoyés par les voies de

signalisation suite & la reconnaissance de pathogénes, et agir sur ces derniers.




Ces mécanismes peuvent étre distingués selon s'ils appartiennent d la composante
cellulaire ou a la composante humorale de limmunité. La premiére correspond d la
barriere physique, soit le mucus et I'épithélium qui isolent I'organisme des pathogénes, ou
les cellules immunitaires que sont les hémocytes chez les invertébrés. Au sein de ces
cellules, plusieurs mécanismes sont impliqués dans la réponse immunitaire, comme la
phagocytose (ingestion de particules par une cellule), I'encapsulation (ingestion de plus
grosses particules par plusieurs cellules immunitaires) ou la mélanisation (prolifération de
pigments de mélanine sur le site d'une plaie ou d'une infection, réponse spécifique des
arthropodes). La réponse humorale, quant a elle, oppose des barrieres moléculaires telles
que la production de pepftides anfimicrobiens (AMP) (Lowenberger, 2001; Meister et al.,
2000; Zhang & Gallo, 2016), d'especes réactives de I'oxygene (ROS) ou de I'azote (NOS)
(Bogdan et al., 2000; Sadekuzzaman et al., 2017) ainsi que la régulation de processus tels

que la coagulation (Muta & Iwanaga, 1996).

Ces deux réponses peuvent cependant étre interconnectées, des processus humoraux
étant a I'origine de mécanismes cellulaires. De plus, la réponse cellulaire et la réponse
humorale peuvent agir de concert ou de maniéere différée, et peuvent étre spécifiques ou

non selon le type de stress immunitaire.

a) La réponse cellulaire

Les premiers effecteurs de la réponse cellulaire sont les hémocytes. lls jouent un réle dans
plusieurs processus immunitaires nécessaires a I'élimination de parasites et pathogenes.
Van der Knaap & Loker ont été parmi les premiers & décrire les interactions immunitaires
entre les mollusques et les parasites et d mettre en évidence que le systéme immunitaire
des mollusques était capable de reconnditre le non soi et d'éliminer efficacement méme
des doses massives de bactéries vivantes injectées (Van Der Knaap & Loker, 1990). lls ont
notamment bien étudié les cellules immunitaires que sont les hémocytes. Il s'agit de
cellules circulantes de I'némolymphe, cette derniere équivalente, chez les invertébrés, du
sang des vertébrés. Le systeme circulatoire des escargots étant ouvert, I'némolymphe et
les hémocytes circulent liborement entre les tissus. Les hémocytes sont produits notamment
par la glande hématopoiétique (Lie et al., 1975; Rondelaud & Barthe, 1981). Des
expériences de fransplantation de cet organe d'individus B. glabrata résistants &
I'infestation par S. mansoni sur des individus sensibles ont montré une amélioration de la
résistance de ces derniers (Sullivan et al., 1995; Vasquez & Sullivan, 2001). De plus,
I'hématopoiese semble étre stimulée par la présence de particules de parasites tels que
E. paraensi et S. mansoni (Noda, 1992; Salamat & Sullivan, 2009). L'activité intracellulaire

des hémocytes, a travers I'expression de genes impliqués dans la synthese de protéines,




le trafic membranaire et la respiration mitochondriale, augmente chez les mollusques
résistants, aprés exposition & des miracidia (Lockyer et al., 2012; Raghavan et al., 2003), ce

qui est cohérent avec la mise en place d'une réponse immunitaire efficace.

Plusieurs types d'hémocytes ont été décrits : les hyalinocytes se reconnaissant par leur
forme arrondie alors que les granulocytes sont reconnaissables par la présence de
pseudopodes autour de la cellule, leur permettant |la phagocytose. La phagocytose
consiste en lingestion des particules étrangéres par des hémocytes spécialisés, et a
notamment été démontrée chez le gastéropode B. glabrata (Cheng, 1975; Pila et al.,
2017). Dans ce modele, la phagocytose sert & détruire les particules restantes des larves
de schistosome, comme certaines molécules relarguées lorsque les miracidia se
développent en sporocystes (Hanington et al., 2010; Pila et al., 2017). Une fois les particules
enfermées dans les phagosomes, ceux-ci fusionnent avec des lysosomes dont les produits

lytiques éliminent le contenu (Figure 9).

L'encapsulation suit le méme principe, mais cette fois, ce sont plusieurs hémocytes qui
vont s‘agglomérer autour du pathogene (Figure 9). Ce type de réponse est essentielle a
B. glabrata pour lutter contre des parasites et pathogenes (Harris, 1975; Harris & Cheng,
1975; Loker et al., 1982). Les individus les plus résistants aux schistosomes présentent un plus
grand nombre de granulocytes (Larson et al., 2014), suggérant que ce type cellulaire est

particulierement impliqué dans la défense confre les envahisseurs.
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Figure 9 : Phagocytose de particule éfrangére et encapsulation de sporocyste de schistosome par les
hémocytes de Planorbidae.

Un autre processus de la réponse cellulaire est appelé mélanisation et intervient
notamment suite & une plaie. De la mélanine est alors rapidement synthétisée sur la zone
de la blessure, afin de contenir l'infection et faciliter la cicatrisation (Cerenius & Séderhdill,
2004; Volz et al., 2006). Ce processus est un exemple type de l'interconnexion entre les
deux composantes de I'immunité, puisque la voie de la phénol-oxydase (PO), mécanisme
humoral, est notamment impliquée dans la synthése de mélanine (Cerenius & Séderhdll,
2004). Quelques travaux ont déja mis en évidence la production de PO et son lien avec
l'immunité dans les mollusques comme les huitres C. gigas (Thomas-Guyon et al., 2009) ou

Saccostrea glomerata (Butt & Raftos, 2008). Une corrélation existe également entre la




diminution de l'activité de la PO et l'occurrence de certaines maladies chez les bivalves
marins (Luna-Acosta et al., 2017), cependant la synthése de mélanine dans le cadre de
la défense immunitaire n'a encore jamais été mis en évidence dans ce clade d ma

connaissance.

Malgré l'efficacité de la réponse cellulaire, siles pathogénes ne sont pas reconnus, elle ne
sera pas déclenchée et le pathogéne pourra proliférer. Une hypothése propose que les
individus B. glabrata sensibles & linfestation a S. mansoni ne reconnaissent pas les
parasites, empéchant I'activation de la machinerie de la réponse cellulaire (Coustau et
al., 2015). Il se pourrait également que les hémocytes soient inhibés par des produits des
miracidia interférant ainsi avec leurs capacités de défense. Enfin, les parasites pourraient
utiliser le mimétisme moléculaire pour atténuer leur reconnaissance et établir une
réciprocité effecteurs/anti-effecteurs (Abu-Shakra et al., 1999; Coustau et al., 2015;
Damian, 1997; Mitta et al., 2017) (voir I. C. 1.). Sans limmunité cellulaire, il n'y a pas
d'encapsulation par les hémocytes, et le parasite peut alors s'établir dans I'ndéte. La
réponse cellulaire n'est cependant pas la seule & intervenir, un autre type de défenses

immunitaires se met en place : la réponse humorale.

b) La réponse humorale

Elle correspond a la part des défenses immunitaires liée a la production de molécules
effectrices participant & I'élimination de parasites, pathogénes et corps étrangers. Les
hémocytes sont également impliqués dans ce type de réponse, comme précurseurs de
nombreux effecteurs immunitaires (Adema et al., 1997; liima et al., 2003; Martin et al.,
2007).

Parmi ces molécules, les composés chimiques hautement réactifs dérivés de molécules
d'oxygene (ROS) ou de l'azote (NOS) peuvent jouer un réle dans la réparation des tissus,
la cicatrisation et I'hématopoiese (Buchon et al., 2013). La production de ce type de
molécules parles hémocytes a été montrée ala fin des années 80 chez les mollusques, et
notamment B. glabrata (Dikkeboom ef al., 1988; Shozawa et al., 1989). Leur réle essentiel,
suite a une stimulation immunitaire notamment suite d la phagocytose de particules
étrangeres, dans la destruction des sporocystes de trématodes a ensuite été soulignée
(Adema et al., 1994). Le peroxyde d'hydrogene (H202) est parmi les plus efficaces dans
I'élimination des parasites (Bayne & Hahn, 2001; Hahn et al., 2000, 2001; Humphries &
Yoshino, 2008). C'est d'ailleurs la production de cette molécule qui est fortement stimulée
apres pénétration des miracidia dans le manteau, et reconnaissance par le systéme
immunitaire. Afin de s'adapter aux attaques oxidatives de son hdte, S. mansoni a

développé un systeme antioxydant avec des molécules capables d’emprisonner les ROS,
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appelées ROS scavengers (Moné et al., 2011)(Figure 10). Ces fravaux ont, par ailleurs,
démontré une coévolution sympatrique trés forte entre les parasites et leurs hétes
intfermédiaires, avec un lien trés clair entre le niveau d'oxydants et d'antioxydants. Ces
molécules pouvant également étre cytotoxiques pour B. glabrata, un systeme de
détoxification enzymatique a été mis en place par ce demier, et intervient au moment de

I'infestation (Adema et al., 2010; Hanington et al., 2010b)
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Figure 10 : Production de ROS par les Planorbidae pour éliminer les parasites et défense de ces derniers
par production de ROS-scavengers

En complémentarité des ROS et NOS, les protéines et peptides antimicrobiens (AMP)
jouent également un réle essentiel dans I'élimination des parasites. En effet, ils sont
synthétisés et sécrétés dans I'hémolymphe suite & une infection et sont essentiels a
I'élimination des bactéries et autres pathogenes résistants aux ROS (Buchon et al., 2014).
Chez B. glabrata, le répertoire d'AMP semble trés réduit en comparaison & celui d'autres
invertébrés, avec seulement quelgues molécules identifiées. Parmi elles, on refrouve
notamment six biomphamacines, appartenant a la famille des macines, ainsi que des
achacines. Les Lipopolysaccharides Binding Proteins/Bactericidal Permeability Increasing
(LBP/BPI) sont également des protéines antibactériennes. Les génes codant pour cette
famille de molécules ont été montrés comme étant surexprimés, principalement aprés une
infestation par un échinostome (Guillou et al., 2007). L'une de ces LBP/BPI est exprimée
dans la glande albumen (Guillou et al., 2007) et représente la protéine principale
retfrouvée dans les masses d'ceufs de B. glabrata (Hathaway et al., 2010). Elle a une
activité antibactérienne, mais également antifongique contre les oomycéetes de
champignons aquatiques (Baron et al., 2013). Une étude dans laquelle j'ai été impliquée
a étudié le profil d’expression de ces différentes molécules au cours d'une infestation et

des perturbations microbiennes qui en découlaient (voir ll. C. 1.). L'expression d'un gene




codant pour une autre protéine antimicrobienne, la MacroPhage Expressed Gene-1
(MPEG1), appartenant & la superfamille des protéines Membrane-Attack
Complex/Perforin (MACPF) est augmentée dans les hémocytes de mollusques résistants
infestés par S. mansoni (Bathige et al., 2014; Ittiprasert et al., 2010). Le réle de ces AMP et
protéines antimicrobiennes dans la lutte antiparasitaire mérite cependant d'étre
approfondi. Ces premiers résultats permettent d’'envisager un lien potentiel (direct ou
indirect) entre I'efficacité de la réponse immunitaire et I'ensemble des microorganismes
intéragissant avec I'hdte, appelé le microbiote, comme cela a été démontré dans de

nombreux modeles (voirl. E.).

Une activité transcriptionnelle systémique a été détectée suite dla pénétration des larves
de parasites dans l'escargot. Cette réponse peut étre le produit de processus
inflammatoires liés aux blessures mécaniques (Blankespoor & van der Schalie, 1976) ou
protéolytiques des larves (Yoshino et al., 1993). En particulier, des inhibiteurs de protéases
comme les cystatines ou les inhibiteurs de protéases a sérines sont sur-régulés dans les
hémocytes d'individus résistants aprés une infestation par des schistosomes ou des
échinostomes (Mitta et al., 2005; Yoshino & Coustau, 2011). Ces facteurs ont pour réle de
contrer les protéases des parasites et de rétablir les propriétés adhésives des hémocytes
et autres facteurs immunitaires & la surface des parasites. Cette hypothése est renforcée
par I'augmentation du niveau d'expression de cystatines dans les hémocytes qui
s'aggregent sur le site de pénétration et ceux qui participent a I'encapsulation

d’Echinostoma caproni (Guillou et al., 2007).

Enfin, le systéme immunitaire de certains invertébrés est capable de produire des toxines,
comme chez B. glabrata, ou des biomphalysines, toxines de type aérolysine, ont été
identifiées dans les hémocytes (Moné et al., 2010). Elles ont été caractérisées comme
appartenant a la famille des B Pore-Forming Toxins (p-PFT) et comme étant hautement
toxiques pour S. mansoni (Galinier et al., 2013), bien que leur niveau d’expression ne soit
pas modifié suite d un challenge parasitaire. Certaines sont capables de se fixer a la
surface de bactéries ou de levures, mais leur toxicité envers ces microorganismes n'a pas

encore été démontré (Tetreau et al., 2017).

4. Un systeme immunitaire sous influence...

Outre les différents mécanismes et molécules impliqués dans la réponse immunitaire de
I'ndte, d'autres facteurs infrinseques a ce dernier sont & prendre en compte. Par exemple,
le stade de développement influence la maniére dontle systeme immunitaire réagit, avec
une acquisition graduelle de I'immunité, qui est accélérée en cas de multi-infection. En

effet, chezlesinsectes, une étude a été menée surl'immunité au cours de différents stades




de développement de I'abeille Apis mellifera, qui a démontré une corrélation entre I'Gge
des individus et I'efficacité de I'i'mmunité (Wilson-Rich et al., 2008). En effet, I'activité de
phénol-oxidase (PO), un composant majeur de limmunité des invertébrés dans
I'hnémolymphe (S6derhdll & Cerenius, 1998), augmente au cours de la vie des abeilles. Une
variation de I'immunité et de la sensibilité des criquets Anabrus simplex a une infection
fongique a également été démontrée au cours de l'ontogénie (Srygley, 2012). Chez
d'autres modeéles, comme le coléoptere Dendroctonus valens, I'immunocompétence
augmente au cours du développement pour finalement diminuer au stade adulte (Shi &
Sun, 2010). Les auteurs ont également remarqué, dans cette étude, une différence dans
la capacité immunitaire selon le sexe des individus. Concernant les mollusques, des
variations d'expression de genes immunitaires ont également été corrélées avec les stades
de développement notamment chez la moule Mytilus galloprovincialis (Balseiro et al.,
2013). En effet, dans ce modele, I'expression de nombreux génes immunitaires (de
peptides antimicrobiens, de précurseurs de peptides antifongiques, de MIF, de lysozymes
ou de FREPs) augmente au cours des différents stades développementaux. Il semblerait
qu'au tout premier stade larvaire, les larves soient encore protégées par limmunité de leur
mere, qui se dissipe ensuite peftit a petit (diminution des transcrits immunitaires). Ces
résultats suggerent que les mécanismes immunitaires émergent au cours du
développement des moules, une fois I'immunité de leur mére dissipée, leur permettant de
faire face aux infections liées aux microorganismes de I'environnement (Balseiro et al.,
2013). Les mémes observations ont été faites chez I'huitre Crassostrea gigas dont les
oocytes etles embryons au stade 2-4 cellules sont protégés parl'immunité maternelle dans
un premier temps avant que limmunité propre se mette en place au cours du
développement larvaire (Tirapé et al., 2007). Ceci se traduit par I'expression de genes
immunitaire tels que des AMP (Cg-def, Cg-LBP/BPI), des ROS (Cg-EcSOD), des inhibiteurs
de métalloprotéases (Cg-timp) ou d'autres molécules exprimées dans les hémocytes (Cg-
tal, Dscama3) (Tirapé et al., 2007). L'immunité et les capacités immunitaires semblent donc

influencées par le développement et I'édge de I'animal dans plusieurs modeéles.

Bien que les facteurs intrinseques a I'héte jouent un réle essentiel dans sa réponse
immunitaire, celle-ci est également influencée par d'autres facteurs. Il s'agit par exemple
de facteurs écologiques, c'est-a-dire des facteurs de I'environnement dans lequel évolue
I'néte. Parmi ces facteurs, certains sont abiotiques, autrement dit des facteurs physico-
chimiques qui interagissent avec I'héte (action du non vivant sur le vivant), d'autres sont

biotiques, autrement dit concernent des interactions entre le vivant.




Le régime alimentaire peut notamment influencer les capacités immunitaires de I'ndte. En
effet, chez A. mellifera, en comparaison a un régime monofloral, un régime polyfloral
augmente l'activité de la glucose oxydase (GOX) (Alaux et al., 2010), enzyme permettant
la synthése de peroxyde d'hydrogene (H202) aux propriétés antifongiques (Takakura,
2015). Un autre facteur pouvant impacter Iimmunocompétence des organismes est la
température. Par exemple, la fievre est une stratégie du systeme immunitaire permettant
de lutter contfre les infections, suggérant que la température a un effet sur le
développement de pathogenes ou parasites. Long et ses collaborateurs ont testé I'effet
d'une augmentation de la température in vitro sur les capacités développementales du
parasite responsable de la malaria, P. falciparum et ont montré que ce stress, mimant la
fievre des patients lors d'une crise de paludisme, inhibe la croissance des parasites (Long
etal.,2001). Il existe plusieurs études ayant démontré les effets positifs de chocs thermiques
sur l'immunocompétence d'un organisme. Par exemple, l'expression de protéines
impliquées dans la défense immunitaire (protéines heat-shock, HSP) est stimulée par une
augmentation forte et rapide de la température suivie de l'infection par des pathogénes
ou des composés de pathogénes chez plusieurs espéces. Chez la mouche Musca
domestica, I'augmentation de la protéine Hsp70 aprés un choc chaud stimule sa réponse
a l'infection par E. coli et Staphylococcus aureus (Tang et al., 2012), tout comme la Hsp%0
de la mite géante Galleria mellonella (Wojda & Jakubowicz, 2007; Wojda & Kowalski,
2013), ou encore Hsp27 et Hspé8 lors dinjection de LPS dans le coléoptere Tribolium

castaneum (Altincicek et al., 2008).

La fievre est un moyen pour un organisme endotherme (capable de produire de la
chaleur via son activité métabolique) de lutter contre une infection, qui peut étre médiée
par des métabolites de cet organisme, comme les pyrogenes endogenes qui stimulent la
synthése de prostaglandine. Les animaux ectothermes (dont la température corporelle est
régulée uniquement par I'environnement), comme les insectes, sont incapables de
produire ces métabolites inducteurs de fievre. Certains ont donc développé une stratégie
alternative pour lutter contfre les infections, par le biais de I'augmentation de la
température corporelle :ils se placent dans des zones plus chaudes, ce qui augmente leur
température et provoque ce que l'on appelle une fievre comportementale. Ce
phénomeéne a été observé dans plusieurs especes, dont par exemple les criguets Acheta
domesticus et Gyllus bimaculatus, qui se déplacent dans des zones augmentant leur
température de 6°C lorsqu'ils sont infectés par les bactéries Rickettsia grylli (Adamo, 1998;
Louis et al., 1986). Le locuste Schistocerca gregaria se rend dans des zones augmentant
sa température de 40 a 44°C en cas d'infection fongique par Metarhizium anisopliae

(Blanford & Thomas, 1999; Bundey et al., 2003). Cette fievre comportementale peut ralentir




le développement des pathogénes qui les infectent ou directement les éliminer. A
I'inverse, une étude a démontré un accroissement de la sensibilité des mollusques B.
glabrata & l'infestation parasitaire par le parasite S. mansoni suite a une exposition d une
température élevée (Ittiprasert & Knight, 2012). De plus, I'acclimatation de mollusques a
une température plus élevée (33°C) que leur température d'élevage optimale (26°C) a
pu étre fransmise & leur descendants, ceux-ci étant alors sensibles aux parasites méme
lorsqu'ils sont placés a la température d'élevage (Knight et al., 2015). Ces résultats n'ont,
cependant, pas pu étre reproduits par d'autres chercheurs qui, malgré I'observation d'une
augmentation de I'expression d'HSP, n'ont pu établir de corrélation avec la sensibilité des

mollusques face aux parasites (Nelson et al., 2016).

Outre le régime alimentaire et la température, la présence de polluants dans le milieu
peut également sensibiliser les organismes aux affections pathogéniques (cas de la moule
zébrée Dreissena polymorpha en présence de forts taux de nickel (Minguez et al., 2012))
ou au contraire, les rendre plus résistants (cas de Lymnaea natalensis pré-exposée au

cadmium avant une infestation parasitaire par Fasciola gigantica (Soliman, 2009)).

Le second type de facteur écologique pouvant agir sur I'immunité d'un organisme
concerne les facteurs biotiques, dont notamment le phénomeéne de co-infection,
autrement dit, l'intervention d'un troisieme acteur dans une interaction héte/pathogene
ou hoéte/parasite. Certaines interactions peuvent, en effet, diminuer la fransmission du
parasite ou pathogene, c'est le cas de la co-infection entre Heterorhabditis baujardi et
Fasciola hepatica ou Fasciola gigantica (Tunholi et al., 2017) et de Angiostrongylus
cantonensis et S. mansoni (Tunholi-Alves et al., 2011) ; d'autres réduisent la parasitémie,
autfrement dit l'intensité de l'infection et/ou les symptdomes de la maladie, comme dans le
cas de l'interaction entre Trichinella spiralis et Plasmodium falciparum (Ngwenya, 1982), de
Wolbachia et P. falciparum (Hughes et al., 2011) ou berghei (Kambris et al., 2010) et de
Plasmodium sp. et le virus du chikungunya (Teo et al., 2018a; Teo et al., 2018b).
Cependant, certains de ces résultats sont confradictoires avec ceux obtenus dans
d'autres études, rendant difficile une conclusion sur les effets d'une co-infection sur les

mécanismes immunitaires.

Un autre facteur biotique, dont I'étude est aujourd'hui presque incontournable est le
microbiome. Ce compartiment est au centre de nombreuses études depuis 2008, année
a laqguelle l'Institut National de la Santé (National Institute in Health, NIH) a financé le
Human Microbiome Project (HMP), dont le but était de caractériser le microbiome de
I'Homme et de comprendre son réle dans sa santé (Qin et al, 2010). Le terme

"microbiome" correspond al'ensemble des génomes du microbiote associé a un systeme,




gu'il s'agisse d'un organisme ou d'une niche écologique (Hernandez-Agreda et al., 2017;
Theis et al., 2016). Ce microbiote, quant & Iui, se rapporte a I'ensemble des
microorganismes, quelle que soit leur nature, interagissant avec cet hote, ce systeme, a
un temps donné. Il peut s’'agir de bactéries, de virus, ou d'eucaryotes uni- ou
pluricellulaires appartenant aux proftistes, aux champignons, aux plathelminthes..., vivant
dans un environnement défini, qu'ils soient pathogénes, neutres ou positifs au temps ou ils
sont analysés. De nombreux fravaux se sont alors focalisés sur la caractérisation du
microbiote et son réle chez 'lHomme, mais également chez d'autres vertébrés et chez les
invertébrés. Les interactions entre un hote et son microbiote sont diverses et peuvent étre

bénéfiques, négatives ou neutres a l'un, I'autre ou les deux protagonistes.

1. Les différentes types d'interactions entre organismes
II existe plusieurs types dlinteractions biotiques enfre organismes, situées le long d'un
contfinuum selon les effets qui s'appliquent a I'un et & 'autre, et qui ont notamment été

décrites par Claude Combes (Combes, 1995) (Tableau 1).

Tableau 1 : Les différents types d'interactions biotiques. (+) : effet positif ; 0 : effet neutre ; (-) : effet négatif
Espece1
5 + 0 -
Espece 2
+ +/+ +/0 +/-
Mutualisme Commensalisme Parasitisme
0 o/+ o/o o/-
Commensalisme Neutralisme Amensalisme
) [+ -Jo /-
Prédation Amensalisme Compétition

Un organisme peut par exemple tirer profit d'un autre au détriment de celui-ci: c'estle cas
du parasitisme ou de la prédation. Dans le premier cas, un organisme vit de facon durable
au détriment d'un autre, tirant des bénéfices de ce demier, en termes de nutrition, de
développement, de protection, de transmission (comme c'est le cas des parasites de la
reproduction tels que les bactéries du genre Wolbachia (Werren et al., 2008)), etc. En ce
qui concerne la prédation, un organisme tire un bénéfice immédiat d'un autre en se
nourrissant de lui. Dans les deux cas, I'note ou la proie est affecté par cette interaction, de
maniére durable ou immédiate, soit par une dépense d'énergie pour lutter contre le
parasite/pathogéne ou le prédateur, soit parce que ces derniers réduisent sa survie ou sa
valeur sélective, tout en tirant un bénéfice comme la mise a profit de I'hndéte/la proie

comme ressource dlimentaire, niche écologique, moyen de propagation etc... Le
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parasitiime est notamment & I'origine de nombreuses maladies, chez les plantes et les
animaux, vertébrés comme invertébrés, ayant parfois des conséquences économiques
importantes. Parmi les parasites protozoaires les plus connus de 'Homme, on trouve le
genre Plasmodium qui cause notamment le paludisme, mais qui, selon I'espéece, infecte
également d'autres primates, des oiseaux ou des lIézards. De la méme maniere, les vers
frématodes du genre Schistosoma provoquent la bilharziose, une maladie tropicale
négligée, chez 'Homme, mais également chez d'autres especes de mammiféeres comme
les bovins ou les rongeurs. Ces deux parasites, comme de nombreux autres, ont un cycle
de vie complexe, c'est-a-dire gqu'ils doivent infecter un héte intermédiaire (au sein duquel
les parasites se multiplient de maniere asexuée) pour achever leur développement et
pouvoirinfecterleur hdte définitif (reproduction sexuée). Ces hbtes intermédiaires peuvent
étre des vertébrés, 'Homme dans le cas de Plasmodium ou des invertébrés, des
Planorbidae dans le cas de Schistosoma. Les hdtes, qui peuvent également fransmettre
l'agent responsable des maladies de maniére active s'ils sont vecteurs (morsure, piglre...)
ou passive s'ils ne sont qu’hoétes intermédiaires, peuvent également étre affectés par sa

présence : ils établissent donc également une interaction de type parasitisme.

A linverse de ce type d'interaction, certaines sont bénéfiques aux deux protagonistes,
chacun tirant profit de la symbiose. Ce type d'interaction est également trés fréquent dans
la nature et peut se faire entre deux macroorganismes, un macroorganisme et un
microorganisme ou deux microorganismes. Parmi les exemples, on peut citer celle de
certains dinoflagellés (algues unicellulaires) avec les coraux sclératiniaires (Scleratinia). La
famille des Symbiodiniaceae de ces dinoflagellés constitue le plus répandu des symbiotes
d'organismes marins, dont des cnidaires, des plathelminthes, des mollusques, des poriféeres
ou des foraminiferes (Pawlowski et al., 2001; Trench, 1979). Stat et ses collaborateurs ont
regroupé les travaux sur ces microorganismes, et détaillent la nature de I'interaction par
leurs capacités notfamment d transmettre une partie de leurs produits photosynthétiques
aleur héte (sous forme de glycérol, de peptides, d'acides aminée, de sucres efc.) (Stat et
al., 2006). Leur productivité peut également étre mise & profit par les coraux pour la
calcification et, par conséquent, la formation de branches supplémentaires. En échange
de ces apports, I'hdte leur procure une niche écologique ainsi que des nutriments
inorganiques provenant de son métabolisme (ammonium, phosphate etc.) (Stat et al.,
2006). Lors d'un épisode de stress, les coraux subissent un phénomene appelé
"blanchissement” : leurs polypes expulsent leurs symbiotes dinoflagellés qui sont

naturellement colorés.




Il s'agit Id d'un exemple de symbiose mutudaliste obligatoire, c'est & dire une symbiose sans
laguelle I'un des organismes de cette association ne peuvent survivre. C'est également le
cas des symbioses alimentaires, dans lesquelles le régime alimentaire des hdtes ne leur
procure pas tous les nutriments nécessaires et/ou ils ont perdu la capacité a synthétiser
certains métabolites et/ou encore leurs capacités digestives sont insuffisantes pour
dégrader tous les éléments nutritifs. Ces symbioses sont si spécifiques et obligatoires qu'il
n'est pas rare de voir les bactéries intégrées, telles des organelles, dans des cellules
spécialisées appelées bactériocytes. Une association obligatoire bien étudiée est celle
entre les pucerons du genre Acyrthosiphon et les bactéries Buchnera qui sont internalisées
dans des bactériocytes formés au cours du développement du puceron (Miura et al.,
2003) et les supplémentent en acides aminés (Shigenobu et al., 2000). Des fraitements
antibiotiques, et donc I'élimination des bactéries obligatoires, ont mis en évidence une
corrélation entre la présence des bactéries et les capacités reproductrices des pucerons,
le nombre de descendants étant réduit en conditions traitées (Douglas, 1992; Srivastava
& Auclair, 1976).

Les bactéries Ishikawaella capsulata, vivent également dans des cryptes spécialisées du
systeme digestif de la punaise Megacopta punctatissima, & qui elles procurent les acides
aminés nécessaires pour compléter son régime basé sur de la séve de plantes (Hosokawa
et al., 2006; Nikoh et al., 2011). Ces bactéries présentent les caractéristiques principales
d'un symbiote obligatoire : fransmission verticale stricte, coévolution avec son héte, taille
du génome réduite mais conservation des génes nécessaires d I'approvisionnement en
acides aminés (Hosokawa et al., 2006; Nikoh et al., 2011). Une partie du systeme digestif
du gendarme, Pyrrhocoris apterus est colonisé par des communautés spécifiques
transmises maternellement (Sudakaran et al., 2012) etimpliquées dans la supplémentation
adlimentaire et le développement (Salem et al., 2013).. Dans certaines interactions, il est
possible de trouver des intégrations de genes symbiotiques dans le génome de I'néte :
c'est souvent le cas des virus mutualistes, comme dans I'exemple d'Aedes aegypti et A.
albopictus (Palatini et al., 2017) ou de la guépe parasitoide Microplitis demolitor (Burke et
al., 2018).

Les symbioses alimentaires sont également nécessaires pour les organismes se nourrissant
de sang, ce régime ne suffisant pas a fournir tous les nutriments indispensables. Les
vecteurs des parasites trypanosomes, Rhodonius prolixus sont justement associés
spécifiguement avec les actinomycéetes Rhodococcus rhonii, dont I'acquisition se fait par

coprophagie et qui supplémentent le régime alimentaire de leurs hdtes (Beard et al. 2002;




Eichler & Schaub, 2002). Il en est de méme pour la mouche tsé-tsé, Glossina sp., dont les

symbiotes Sodalis glossinidus jouentle méme réle (Attardo et al., 2008).

Outre I'apport en nutriments essentiels, certains symbiotes peuvent également aider leur
héte & la digestion complexe de certains aliments, comme par exemple le bois pour les
organismes xylophages, dont les communautés microbiennes sont spécifiques & la
dégradation de la cellulose (Anand et al., 2010; Kaufman & Klug, 1991). L'exemple des
capricornes Anaplophora glabripennis et des termites Zootermopsis angusticollis illustre
bien ce processus, avec limplication & la fois de microorganismes fongiques, mais
également bactériens dans la digestion de la lignine (Le Roes-Hill et al., 2011; Schloss et
al., 2006).

Au sein d'un méme organisme, on peut frouver plusieurs types d'interactions (parasitisme,
mutualisme...) au méme moment. Schulenburg et Félix ont, d'ailleurs, recemment décrit
les différentes interactions entre le nématode C. elegans et des microorganismes, allant

de la compétition au mutualisme en passant parle parasitisme (Schulenburg & Félix, 2017).

Une interaction peut évoluer selon une grande variété de facteurs et ne pas demeurer la
méme tout le long de la vie d'un organisme. Un stress environnemental, une modification
du régime alimentaire ou encore I'dge sont autant de facteurs qui peuvent modifier la
nafure d'une interaction entfre organismes. Ces interactions ne doivent donc pas éfre
considérées comme a sens unique et invariables. C'est le cas notamment de l'interaction
entre les coraux sclératiniaires et les algues Symbiodiniaceae qui leur sont associées
(Blackstone & Golladay, 2018). En effet, lors de I'augmentation des températures du milieu
dans lequel ces organismes interagissent, le métabolisme des algues augmente et produit
plus de ROS toxiques pour leur héte corail (Vidal-Dupiol et al., 2009). L'interaction devient
alors parasitaire pourles coraux, qui expulsent leurs symbiotes, ce qui a pour conségquence

leur blanchissement, pouvant conduire a leur mort.

En ce qui concerne le microbiote, que j'ai considéré dans mon étude comme I'ensemble
des microorganismes bactéries, virus ou eucaryotes (champignons, profistes,
plathelminthes...), ceux-ci peuvent interagir avec lui de toutes les manieres citées plus
haut. Il peut donc étre composé de prédateurs, parasites ou pathogénes, de mutualistes
obligatoires, de commensaux ou encore de microorganismes opportunistes. Certaines de
ces associations sont liées a I'environnement et vont étre trés variables au cours de la vie
d'un organisme, Or, ces variations dans les communautés microbiennes peuvent avoir un

impact sur l'interaction entre différents protagonistes, comme la relation héte/parasite. En




effet, I'ensemble hote-microbiote estintimement lié et est considéré comme un tout : c'est

la théorie de I'holobionte.

2. Microbiote et holobionte : I'histoire des concepts

L'introduction du terme "symbiose" date de 1879, lorsqu'Anton de Bary a décrit I'interaction
enfre une algue et un champignon, constituant le lichen (Egerton, 2015).
Etymologiquement, ce terme signifie "vivre ensemble" et a deux définitions en biologie :
l'une considére la symbiose équivalente au mutualisme, une relation bénéfique pour les
deux parties (Guerrero et al., 2013). La seconde, plus moderne, réfere a la co-existence et
dépendance d'au moins un organisme envers un partenaire et se divise en trois types
d'interactions selon I'effet sur I'néte (le mutualisme, le commensalisme et le parasitisme)
répartis le long d'un confinuum (Mushegian & Ebert, 2016). Depuis la découverte d'Anton
de Bary, des symbioses entre toutes sortes d'organismes ont été décrites, cependant, ce
n'est que récemment que la nature ubiquitaire des interactions hétes-microorganismes a
été réalisée (notamment grce aux outils de séquencage nouvelle génération), ainsi que
limpact de ces microorganismes sur la biologie, I'écologie et I'évolution de leur hote
(Simon et al., 2019). Depuis 1991, le terme "holobionte" a été introduit par Lynn Margulis,
comme l'entité biologique impliquant un héte et un unique symbiote hérité (Margulis,
1991). Depuis, la définition s'est élargie a I'ensemble formé par un héte et son microbiote,

aftestant de l'interaction forte liant les deux parties.

C'est en 1994 que le terme d'hologénome, soit I'ensemble constitué des génomes de
I'holobionte, regroupant celui de I'néte et celui de son microbiote, a été utilisé pour la
premiere fois par Jefferson, au cours d'une conférence. Zilber-Rosenberg et Rosenberg
ont synthétisé la théorie de I'hologénome, qui s'appuie sur 4 principes : 1) tous les
organismes vivent en interaction avec des microorganismes; 2) les microorganismes sont
transmis entre les générations ; 3) I'association enfre les protagonistes affecte la valeur
sélective de I'néte dans son environnement ; 4) des changements rapides, meédiés par la
plasticité de la composition du microbiote et de son génome, augmentent I'adaptabilité
de |'holobionte face & un stress (Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008). Elle stipule
également que les holobiontes et leurs génomes doivent étre considérés comme les
véritables unités soumises a la sélection naturelle. Elle impliqgue que I'nolobionte et les
membres qui le composent sont principalement liés par les interactions positives comme
le mutualisme ou la coopération, et que I'holobionte fonctionne comme une unité stable
sélectionnable (Rosenberg & Zilber-Rosenberg, 2013). Les variations de I'hologénome
seraient donc la conséquence de modifications dans le génome de I'néte ou du

microbiote, ou encore dans I'acquisition de nouvelles souches depuis I'environnement ou




par transferts horizontaux entre organismes (Rosenberg & Zilber-Rosenberg, 2011). D'autres
auteurs sont restés plus équivoques, en estimant que I'hologénome joue un réle dans
I'évolution, sans rentrer plus avant dans les détails (Gordon et al., 2013). La théorie de
I'nologénome de Zilber-Rosenberg et Rosenberg a cependant suscité de nombreux
guestionnements. En effet, les contraintes appliquées par ses conditions me semblent étre
trop limitantes et exclusive. Selon moi, I'holobionte doit étre considéré dans une vision bien
plus élargie. Justement, des opposants de cette théorie ont estimé que les holobiontes
doivent plutdt étre considérés comme des entités instables, et comme des écosystemes
impactés autant par les relations antagonistes que mutualistes (Douglas & Werren, 2016;
Foster et al., 2017). Theis et ses collaborateurs ont regroupé les contre-arguments envers la
théorie de I'nologénome, sans chercher a remettre en question les définitions originelles
de I'holobionte et de I'nologénome, mais plutdt & élucider le lien entre le phénotype et le
génotype de I'holobionte (Theis et al., 2016). Notamment, cette théorie implique que 'l
n'y a pas de coévolution entre les deux parties de I'nolobionte (I'héte et le microbiote),
alors on ne peut pas parler d'hologénome réel (Moran & Sloan, 2015). Or, les opposants
avancent que I'holobionte peut étre formé par des processus neutres et de |la sélection
au niveau de I'hdte, des symbiotes ou des deux. Bien que la coévolution soit un processus
impliqué dans la formation de I'nologénome, ce n'est pas le seul. En effet, il est également
impacté par d'autres processus éco-évolutifs comme des conflits génétiques, de
I'épistasie, de la sélection, ou encore de la dérive. (Chandler & Turelli, 2014; Hester et al.,
2016; Moran & Sloan, 2015). L'nolobionte doit donc plutdt étre considéré comme un niveau
hiérarchique supérieur d un hoéte associé d son microbiote, qui incorpore des systémes de
sélection coopératifs et compétitifs (Skillings, 2016; Theis et al., 2016), et 'hologénome
comme un assemblage de différents niveaux de génomes, sur lequel différents niveaux

de sélection agissent.

Dans leur théorie, Zilber-Rosenberg et Rosenberg ont émis I'nypotheése que les
changements génomiques rapides du microbiote facilitaient I'adaptation de I'nolobionte
aux variations constantes des conditions environnementales (Zilber-Rosenberg &
Rosenberg, 2008). En effet, le génome de I'hdte est hautement conservé et ses
modifications sont lentes, a l'inverse du génome du microbiote qui, Iui, est frés dynamique
et évolue rapidement, par des modifications de la composition bactérienne et/ou des
différents génomes eux-mémes (Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008). Or, des
changements rapides dans I'environnement sont susceptibles de causer des modifications
rapides dans la diversité des communautés microbiennes, améliorant I'adaptation et ainsi
la survie de I'holobionte face & un stress environnemental (Rosenberg & Zilber-Rosenberg,

2011, 2018; Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008). De plus, les variations phénotypiques




causées par différents assemblages héte-microbiote permettraient de sélectionner un
phénotype particulier de I'nolobionte, par manipulation des communautés bactériennes

par fraitements antibiotiques par exemple (Mueller & Sachs, 2015; Voss et al., 2015).

L'étude du microbiote a pris de I'importance depuis plusieurs années, y compris dans le
contexte des maladies d transmission vectorielle. Les techniques ont beaucoup évolué,
permettant aujourd'hui d'avoir une vision bien plus exhaustive des communautés
symbiotiques associées a un organisme. L'analyse du microbiote peut se faire sur des tissus
spécifiques ou sur I'animal entier, selon la nature de la question biologique posée. De
maniere générale, les travaux se basent fréquemment sur le microbiote du systéme
digestif, car il s'agit du compartiment le plus colonisé d'un organisme. Cependant les
communautés colonisant d'autres compartiments plus spécifiques, comme par exemple,
I'némolymphe, siege de I'immunité des invertébrés, sont également intéressantes a étudier

, et peuvent éfre informatives surle lien entre le microbiote et certaines fonctions de I'hote.

L'évolution des méthodes d'analyse du microbiote a permis une analyse plus approfondie
des communautés associées & des modeles notamment invertébrés, et notamment la

compréhension de I'acquisition et des facteurs influencant sa composition.

3. Acquisition et composition du microbiote

Dans plusieurs modeles invertébrés, les ceufs ou les jeunes individus ne possedent pas de
flore microbienne, ils sont axéniques, et n‘acquierent leur microbiote qu'au cours de leur
développement. C'est notamment le cas des drosophiles, pour qui la majorité de la flore
maternelle se trouve a la surface des ceufs (sur le chorion) (sauf symbiotes héritables
comme Wolbachia), et que leslarves acquierent en ingérant cette coquille (Bakula, 1969).
Cette particularité rend trés facile la création d'individus gnotobiotiques (dont la
composition microbienne est contrélée) ou axéniques pour I'étude notamment de I'effet
de certains taxa bactériens sur les individus, grce au développement de technique de
déchorionation (Bakula, 1969; Kietz et al., 2018). Cependant, le microbiote peut varier au
cours de la vie d'un individu et étre influencé par plusieurs facteurs. En effet, en 2014, la
diversité du microbiote a été étudiée chez 218 especes d'insectes et les auteurs ont
remarqué des différences en fonction de I'nabitat de I'ndéte, de son régime alimentaire,

de son stade de développement et de sa phylogénie (Yun et al., 2014).

Les facteurs environnementaux peuvent étre déterminants pour la composition du
microbiote, ce que démontrent notamment les analyses du microbiote de drosophile. En
effet, elles ont révélé une variabilité des taxa bactériens selon les sites de collecte des

individus sauvages (Corby-Harris et al., 2007; Wong et al., 2013) et entre des souches de




laboratoire et des souches sauvages, (Chandler et al., 2011). Si dans certaines espéeces,
comme les femelles du moustique Culex quinquefasciatus, le microbiote s'est révélé tres
variable et tres complexe (Chandel et al., 2013), dans d'autres especes comme A. aegypti
la présence d'un core microbiote tres stable a été mis en évidence chez les moustiques
adultes quelle que soit la zone géographique étudiée, et entre les individus élevés en
laboratoire et les individus sauvages (David et al, 2016). D'autres facteurs
environnementaux, comme la température, peuvent également avoir un effet fort sur la
sfructuration du microbiote. En effet, les animaux marins ectothermes (dont la
température corporelle varie avec celle de leur environnement) et leur microbiote sont
frés influencés par la température du milieu. Une étude a notamment montré que les
communautés bactériennes des huitres Crassostrea gigas étaient fortement impactées
parla température et les stress thermiques (Lokmer & Wegner, 2015). La niche écologique
peut éfalement influencer les communautés bactériennes, celles d'Armadillidium vulgare
(Dittmer et al., 2016) et de puces de mer (Abdelrhman et al., 2017) ont été montrées
comme spécifiques de différentes populations et especes, respectivement, fraduisant des
micro-habitats et préférences alimentaires des hbtes. L'alimentation est également un
facteur clef de I'acquisition du microbiote bactérien, notamment chez les drosophiles
(Chandler et al., 2011). Chez I'escargot d'eau douce Potamopyrgus anfipodarum, le
microbiote bactérien varie en fonction du mode de reproduction (Takacs-Vesbach et al.,
2016).

Le génotype de I'hbéte a également déja été démontré comme impactant I'abondance
des taxa composant le microbiote, chez des vertébrés mais aussi des invertébrés. Par
exemple, chez la drosophile, plusieurs études se sont intéressées & cet effet de I'hdte surle
microbiote. L'une de ces études a cherché & comprendre les facteurs faconnant le
microbiote, connu pour impacter 'alimentation, et a révélé un contréle génétique de
I'néte sur la composition de ce microbiote (Chaston et al., 2016). D'autres chercheurs ont
souhaité savoir si, outre le contréle de la composition du microbiote, le génotype de I'néte
pouvait également influencer d'autres caractéristiques de ce dernier. lls ont donc testé 36
lignées gnobiotiques de D. melanogaster supplémentées avec des bactéries, et ont
démontré que le génotype de I'ndte exercait un contréle sur I'abondance des bactéries
(Early et al., 2017). Enfin, le contrdle génétique de I'hdte a également été mis en évidence
lors de la comparaison des communautés microbiennes de quatre espéces de
drosophiles, sympatriques mais séparées par des divergences phylogénétiques. Les
auteurs ont souligné le réle clef de facteurs de sélection sur la composition du microbiote
(Martinson et al., 2017).




La composition du microbiote peut donc étre influencée par de nombreux facteurs, dont
I'néte, témoignant une fois encore de l'importance de leurs interactions. Ainsi, il est possible
de déterminer la nature des relations entre deux protagonistes gréce d la composition du
microbiote de ces derniers, mais celle-ci étant influencée par de nombreux facteurs,
comme ceux décrits plus haut, c'est un réseau d'interactions complexes quiles définit. De
plus en plus de travaux se placent du point de vue de I'holobionte pour étudier les
interactions hoéte/parasite ou hbdte/pathogéne, car un lien entfre limmunité d'un
organisme et son microbiote a été démontré dans un grand nombre de modeles. Nous
pouvons citer par exemple les embryons d'hydres qui utilisent des AMP maternels pour se
protéger contre les invasions microbiennes, avant de synthétiser les leurs (Fraune et al.,
2011). Ainsi, les jeunes polypes sont protégés d’éventuels pathogenes, mais les AMP leurs
permettent également de réguler la charge bactérienne composant leur microbiote.
Enfin, les aufeurs ont souligné une corrélation entre le microbiote et la protection
antifongique des polypes et embryons dhydre. Linteraction immunité de ['hote-

microbiote peut donc étre plastique et ne pas étre d sens unique.

1. Immunité de I'ndte et structuration du microbiote

Afin de maintenir des interactions mutualistes ou commensales avec son microbiote, et
pour que la présence de ce dernier ne soit pas frop délétére, I'hdte doit éviter la
prolifération de ces communautés, afin de conserver une homéostasie. Un contrble de
ces communautés peut donc étre nécessaire. Le contréle du microbiote par I'hote,
comme celui des pathogénes, peut se faire via son immunité. Concernant l'interaction

entre I'holobionte et le systéme immunitaire de I'hdte, deux hypothéses ont été proposées.

La premiere propose que des stimulations immunitaires, faibles et continues, tout au long
de la vie d'un hoéte, rendrait son systéeme immunitaire tolérant face & ces stimulations
(Pradeu & Vivier, 2017). Selon cette théorie, la présence constante des microorganismes
composant le microbiote constituerait des stimuli immunitaires faibles mais incessants et
rendrait son hote tolérant & sa présence. Dans ces conditions, il n'y aurait pas de pression
du systeme immunitaire sur le microbiote, et les éventuelles perturbations qu'il subirait face
a une infection ou une infestation parasitaire notamment, seraient liées & I'action directe

de ces infections.

La seconde théorie suggere que c'est le systeme immunitaire inné de I'héte qui contrdle
les communautés microbiennes, en exercant une pression constante sur celles-ci, de sorte

a les maintenir dans un état d'équilibre, appelé homéostasie (Hooper et al., 2012). La




composition du microbiote résident est alors contrélée par le systeme immunitaire hote
(Zhang et al., 2015). Cette hypothése suggéere que, lors d'une perturbation du systeme
immunitaire, la diversité et la composition du microbiote résident en seraient alors
modifiées. De nombreuses études ont confirmé cette hypothése dans plusieurs modéeles.
Chez certaines espéces d'hydre, des neuropeptides sécrétés par des neurones de
I'épithélium ectodermique ont une activité antibactérienne et participent ainsi & contréler
le microbiote de surface des organismes (Augustin et al., 2017). L'un de ces neuropeptides,
NDA-1, contribue & la réduction des bactéries Gram-positives pendant les stades
précoces de développement des hbtes, participant ainsi & la colonisation du résident
principal, Curvibacter sp.. Chez les cnidaires, le systéme immunitaire est crucial dans la
structuration des communautés bactériennes associées (Stabili et al., 2018). C'est le cas
notamment du genre Hydra chez qui des AMP spécifiques régulent les associations entre
l'organisme et les bactéries (Franzenburg et al., 2013). En effet, des AMP de la famille des
arminines ont été détectés dans quatre especes d'Hydra, chacune d'entre elles
possédant une composition et des profils d'expression uniques. Une expérience
d'invalidation des génes de I'arminine a permis I'étude de la composition bactérienne de
chaque espece. Elle a également révélé que le potentiel des individus déficients en AMP
a sélectionner des bactéries de leur flore native était diminué (Franzenburg et al., 2013).
Les AMP spécifiques des espéces d'Hydra impactent donc les communautés
bactériennes. De plus, dans ce modéle, I'arbre phylogénétique des especes d'hydres et
le dendrogramme de ses bactéries associées révelent une tres forte spécificité du
microbiote selon I'espéce. D'autres voies immunitaires ont également été mise en avant
dans la régulation et le contréle du microbiote. Par exemple, chez la drosophile, le géne
homéotique Caudal (impliqué dans le développement embryonnaire) régule le
microbiote parla répression de genes codants pour des AMP dépendant de la voie NF-kB
(Ryu et al., 2008). En effet, les auteurs ont montré que l'inhibition de ce géne homéotique
par ARN interférence (RNAIi) conduit & la surproduction d'’AMP, comme Ia cecropine et la
diptericine, ce qui altéere les communautés bactériennes résidentes, et peut conduire
jusqu'a la prolifération de bactéries opportunistes. Chez les amibes Dictyostelium
discoideum, ce sont des lectines, les discoidin |, qui sont impliquées dans 'homéostasie du
microbiote (Dinh et al., 2018). Elles se lient aux bactéries et les protégent des dommages
extracellulaires. Chez certains crustacés, ce sont également des lectines type-C ainsi que
des AMP qui participent d la régulation des communautés microbiennes (Wang & Wang,
2015; Wang et al., 2014).

Dans le cas ouU l'immunité de I'hote participe a la structuration des communautés de

microorganismes, I'application d'un stress abiotique ou biotique, tel qu'une infection, peut




modifier I'expression d'AMP ou d'autres voies immunitaires, impactant & son tour la diversité
etla composition du microbiote. C'estl'exemple de I'effet du dioxyde de titane (TiO2), I'une
des nanoparticules les plus utilisées, qui est capable d'interagir avec des composés
hémolymphatiques des moules Myfillus galloprovincialis, causant une immunomodulation
(Auguste et al., 2019). Celle-ci augmente alors I'activité bactéricide de I'némolymphe des
bivalves, provoquant une dysbiose. L'extinction d'une voie immunitaire, la voie TGFpR/BMP,
chez C. elegans a permis de démontrer son réle dans le contrdle de la prolifération des
communautés bactériennes, et notamment de E. coli (Berg et al., 2019). En effet, une fois
cette voie inhibée, ces bactéries jusqu'ici commensales, proliferent et deviennent
pathogénes. Ceci a également été démontré chez I'huitre C. gigas dont une infection
par le virus OsHV-1 uVar conduit & une prolifération bactérienne puis a une septicémie (de
Lorgeril & Lucasson et al., 2018). Concernant les effets d'un stress biotique, une étude
menée au laboratoire IHPE a €galement monitré une corrélation entre les variations
immunitaires de B. glabrata et la perturbation du microbiote (voirll. A) (Pinaud ef al., 2016;
Portet et al., 2018, 2019).

Dans I'exemple de B. glabrata, il est possible que l'infestation détourne I'attention du
systeme immunitaire qui maintient 'noméostasie des communautés microbiennes. Celles-

ci peuvent alors échapper a sa pression et étre modifiées (voirll. C. 1.).

L'interaction entre le systéme immunitaire de I'hdte et le microbiote est, cependant, parfois
plus complexe : si l'immunité de I'ndte peut parfois influencer le microbiote, la réciproque
peut également étre vraie. Ainsi, il est fréquent de trouver, dans la littérature, des exemples
dans lesquels le microbiote contribue & limmunité de son hdéte, nofamment dans la

défense contre des pathogénes et/ou des parasites.

2. Roéle du microbiote dans la défense de I'n6te

De nombreuses études ont démontré un réle du microbiote dans diverses fonctions de son
hoéte, dont une partie s'est sont penchée notamment sur la protection, et plus
précisément, sur son réle dans les interactions entre I'ndte et des parasites ou pathogénes.
Le microbiote peut étre en interaction trés étroite avec son hote, se retrouvant parfois
dans des tissus ou compartiments en lien direct avec son immunité, comme par exemple
dans I'némolymphe des invertébrés, comme cela a été décrit chez les crustacés (Wang
& Wang, 2015). On refrouve ce lien dans une grande diversité de modéles, bien que les

mécanismes sous-jacents ne soient pas toujours bien déterminés.

En effet, certains microorganismes sont capables de produire des substances agissant

directement sur les pathogenes. Parmi les microorganismes les plus connus pour produire




des molécules anfimicrobiennes, on trouve les Actinobacteria, vivant notamment dans le
sol, et & partir desquelles de nombreux produits antibiotiques ont été découverts. Dans le
contexte de I'émergence croissante de résistance face a ce type de traitements, il est
nécessaire de frouver de nouvelles sources. Or, les recherches récentfes sur les
Actinobacteria du sol conduisent souvent d la re-découverte de molécules déja connues
(Fischbach & Walsh, 2009; Taubes, 2008; Walsh, 2003), c'est pourquoi les investigations se
tournent a présent vers les bactéries associées a d'autres organismes (Poulsen et al., 2011).
La famille des Acfinobacteria est fres vaste et bien étudieée dans le cadre d'interactions
mutualistes de l'immunité de leurs hdtes (Kaltenpoth, 2009). Leurs capacités a exploiter un
grand nombre de sources d'azote et de carbone et & produire de nombreux métabolites
secondaires aux propriétés antimicrobiennes ont été bien décrites (Goodfellow & Williams,
1983). Ces capacités les prédisposent a s'engager dans des symbioses protectrices et
explique en partie leur quasi-ubiquité dans le monde du vivant. Le genre Streptomyces,
appartenant & cette famille, peut notamment produire des antifongiques et participer
ainsi a la défense des fourmis du genre Attines (Haeder et al., 2009). Elles peuvent
également produire des antibiotiques qui proteégent des guépes du genre Philanthus
confre des bactéries (Kaltenpoth et al., 2005). Dans cette interaction, les guépes les
cultivent dans des glandes spécialisées situées dans leurs antennes et les tfransmettent &
leur descendance en les déposant sur leurs couvains. Les larves les integrent alors a
I'éclosion, puis, au moment de leur métamorphose, les bactéries se logent dans les parois
des cocons, d'ou elles protegent les larves d'attaques fongiques et bactériennes,
augmentant ainsi leur probabilité de survie (Kaltenpoth et al., 2005). Cette étude a été la
premiére & décrire le cas de bactéries cultivées dans les antennes d'insectes, et
également la premiéere a décrire une symbiose entre un insecte et le genre Streptomyces.
Les Bifidobacteria, un autre genre de la famille des Actinobacteria, peuvent également
étre impliguées dans I'immunité de leur hote. En effet, leurs capacités & activer les cellules
immunitaires telles que les macrophages et les lymphocytes (Hatcher & Lambrecht, 1993;
Sekine et al., 1994) ou la production d'anticorps (Link-Amster et al., 1994; Takahashi et al.,
1993; Yasui & Ohwaki, 1991) ont été bien décrites. Elles peuvent également activer la
fonction de cellules naturellement défensives, notfamment en stimulant la production de
cytokines par les leucocytes (Marin et al., 1997). De telles capacités semblent I'associer &
la résistance aux infections par des pathogenes (Tojo et al., 1987) et potentiellement d la

prévention de cancers (Fernandes & Shahani, 1990).

Certains microorganismes produisent des toxines comme des Pseudomonas hébergées
par des coléopteres Paederus spp, participant ainsi & leur défense contre des prédateurs

en produisant des pédérines qui peuvent causer de graves dermatites (Kellner, 2002; Piel,




2002). Les bactéries du genre Wolbachia sont également capable d'inhiber la réplication
de deux virus chez le moustique : le virus de la dengue (Mousson et al., 2012) et le virus du

Chikungunya (Raquin et al., 2015).

Le réle des virus dans la protection de leurs hétes a déja été mis en évidence. Chez les
guépes parasitoides de la famille des Braconidae et des Ichneumonidae, des
polydnaviridae du genre Bracovirus ou Ichnovirisae sont connus pour aider les larves &
s'implanter dans les Iépidoptéres dont ils inhibent le systeme immunitaire (Webb, 1998).
Chezles coraux, de nombreux virus se trouvent dans le mucus et semblent impliqués dans
la régulation de la charge symbiotique de Symbiodiniaceae, mais également des
pathogenes (Bettarel et al., 2015). Une expérience a démontré que le nombre de transcrits
de certains virus diminuaient en cas de réchauffement du milieu, ce qui conduisait & une
augmentation de la sensibilité de I'héte corail Symbiodinium, suggérant un réle de ces
virus dans la thermosensibilité des coraux (Levin et al. 2016).Ces quelques exemples font
cas de microorganismes particuliers pouvant jouer un réle dans la protection de leur hote,
cependant, de nombreuses études relatent également du réle du microbiote dans son
ensemble dans cefte fonction, y compris dans la protection contre des stress abiotiques.
Récemment, I'analyse de la résistance du cafard Blatella germanica aux insecticides a
démontré limplication du microbiote (Pietri et al., 2018). Connaissant I'implication de
bactéries dans la détoxification de xénobiotiques, dont certains insecticides, les auteurs
ont décidé de le tester sur leur modele, B. germanica. Au cours de leur étude, ils ont
démontré plusieurs choses : i) les cafards appartenant & une souche de laboratoire
résistante aux antibiotiques arboraient des communautés bactériennes différentes de
ceux de la souche sensible, ii) la perturbation du microbiote par des antibiotiques rendait
sensible la souche résistante, et iii) le fransfert du microbiote de la souche résistante a la
souche sensible améliorait la résistance de cette derniére face aux insecticides (Pietri et
al., 2018). Ainsi, bien que les mécanismes sous-jacents a cette implication dans la
résistance aux insecticides restent a clarifier, le réle du microbiote a été clairement

souligné.

Outre I'amélioration de la défense face & des polluants ou molécules éfrangeres, la
compréhension du réle du microbiote dans les interactions hbéte/pathogene,
hote/parasite peut étre trés importante pour plusieurs raisons, selon le modele étudié. Par
exemple, Apis mellifera est une espéce d'intérét économique et écologique majeur,
menacée par de nombreux facteurs, dont notamment I'infection par des pathogenes. Le
microbiote des abeilles a été bien étudié et, confrairement d beaucoup dinsectes, elles

possedent un core microbiote fortement conservé et spécialisé, constitué de neuf groupes




bactériens (Ahn et al., 2012; Martinson et al., 2011; Moran et al., 2012), dont toutes les
especes sont cultivables expérimentalement (Engel et al., 2013), et principalement
acquises par transmission sociale. Cing de ces neuf especes sont ubiquitaires des abeilles
et des bourdons Bombis terrestris (Martinson ef al., 2011). Le réle du microbiote des abeilles
dans de nombreuses fonctions a déja été décrit, notamment dans la fonction immunitaire
et la protection contre des pathogénes (Ellegaard & Engel, 2016; Engel et al., 2012; Koch
& Schmid-Hempel, 2011; Raymann et al., 2017). En effet, les abeiles axéniques
sécretent/produisent moins d'AMP que celles avec un microbiote normal, suggérant un
lien entre communautés bactériennes et synthése de ces produits immunitaires, ou dans
la stimulation de leur production par I'hnéte (Kwong et al., 2017). La perturbation du
microbiote par des traitements & la tétracycline a des conséquences néfastes sur la santé
des abeiles, avec une forte augmentation de leur sensibilité face aux infections
bactériennes de type pathogénes opportunistes comme Serratia marcescens (Raymann
et al., 2017). Enfin, dans certaines études, les auteurs ont montré que la présence de
certains pathogenes tout au long de la vie des abeilles corrélait avec la prolifération
ponctuelle de certains taxa bactériens (Erban et al., 2017; Guo et al., 2015; Maes et al.,
2016). L'augmentation de la charge de ces taxa suggeére soit leur implication dans la
défense contre ces pathogenes, soit au contraire, une synergie (collaboration) entre les
deux parties. Le microbiote de B. terrestris semble jouer un réle dans sa résistance au
Trypanosomatidae Crithidia bombi, les individus axéniques présentant une charge de
parasites bien plus élevée que ceux dont le microbiote est normal (Koch & Schmid-
Hempel, 2011). De maniére intéressante, des individus axéniques nourris avec les féces
d'individus de la méme colonie et au microbiote normal, développaient un microbiote
indifférenciable de celui d'origine, traduisant d'une haute spécificité de sa composition
(Koch & Schmid-Hempel, 2011).

Chez les locustes du désert, Schistocerca gregaria, moins le microbiote est diversifié, plus
la colonisation par les bactéries pathogenes Serratia marcescens est efficace (Dillon et
al., 2005), ce qui supporte la théorie que plus les communautés sont diversifiées, plus I'hdte
est résistant aux invasions pathogenes. En effet, il est possible que ceci soit lié & une
compétition trop forte pour le pathogéne pour la colonisation de I'habitat ou pour
I'alimentation, ou encore d I'amélioration des capacités immunitaires de I'ndéte par ces

communautés (Reid et al., 2001; Rolfe, 1997).

La compréhension du lien enfre microbiote et immunité anfiparasitaire de I'ndéte est
également d'un grand intérét dans le contexte des maladies d fransmission vectorielle. Les

mécanismes sous-jacents étant souvent complexes et difficiles a décrypter, I'étude du




microbiote pourrait apporter de nouvelles clefs dans la compréhension des interactions
hoéte-pathogene ou hbte-parasite et dans la lutte contre ces maladies. En effet, la
réduction de leur transmission par le biais du microbiote est une piste intéressante &
explorer. Plusieurs exemples de linfluence des communautés microbiennes sur les
interactions hotes/pathogenes dans le contexte des maladies a fransmission vectorielle
ont été répertoriés. C'est le cas notamment des tiques Dermacentor andersoni, connues
pour fransmettre les bactéries Rickettsiales Anaplasma marginale (Jongejan & Uilenberg,
2004). Cette maladie est la plus importante tfransmise d'une tique au bétail (Kocan et al.,
2003) et peut avoir des conséquences économiques fres importantes. D. andersoni porte
également des endosymbiotes impliquées dans sa physiologie et sa survie, mais
également dans I'acquisition et la transmission de pathogéenes (Clay & Fuqua, 2010). La
composition bactérienne de deux populations de tiques, présentant des sensibilités
différentes a A. marginale a été analysée et indique que la proportion et la quantité de
Rickettsia bellii €taient inversement corrélées au niveau d'A. marginale. De plus, la charge
des bactéries endosymbiotiques du genre Francisella semblait proportionnelle dla charge
d'un autre pathogéne des tiques, Francisella novicida (Gall et al., 2016). Ainsi, certaines
bactéries du microbiote aident leur héte d lutter contre les pathogenes, alors que d'autres,

au conftraire, sont impliquées dans l'installation de ces derniers.

Toujours concernant les maladies a tfransmission vectorielle, le cas de l'interaction entre les
moustiques et les parasites responsables du paludisme est également abondamment
étudié. En effet, de nombreuses études ont montré le réle du microbiote dans la protection
du moustique face au parasite Plasmodium, avec une augmentation des infections aprées
perturbation des communautés bactériennes d'A. gambiae par des fraitements
anfibiotiques (Beier et al., 1994; Dong et al., 2009; Kalappa et al., 2018; Meister et al., 2009).
Des analyses de transcriptomique suggéerent que les bactéries induisent une réponse
immunitaire incluant une sur-expression de plusieurs facteurs anfiplasmodiques et de
geénes immunitaires (Dong et al., 2006; Dong et al., 2009). Le microbiote pourrait controler
la prolifération du parasite en stimulant les niveaux basaux de production d'effecteurs
immunitaires, comme des cecropines, defensines et gambicines (AMP) (Cirimotich et al.,
2011; Dong et al., 2009). Boissiere et ses collaborateurs (Boissiere et al., 2012) ont découvert
une prolifération d'Enterobacteriaceae chez des moustiques mis en contact avec P.
falciparum. Ceci pourrait suggérer une augmentation de la sensibilité, par ces bactéries,
des hbétes a linfection. Cependant, une espece d'Enterobacter isolée de moustiques
sauvages a été démontrée comme leur conférant une résistance face au parasite
(Cirimotich et al., 2011). Dans cette derniere étude, les auteurs suggerent un mécanisme

de protection plus direct, par la production de ROS par les bactéries ellessmémes.




L'ingestion d'isolats de bactéries du microbiote de ces moustiques semble conduire & une
diminution de la prévalence et de l'intensité de l'infection par le parasite (Tchioffo et al.,
2013). Ainsi, le lien entre le microbiote etla réponse antiparasitaire est complexe et semble
corrélé a de nombreux facteurs qui doivent étre identifiés et pris en compte dans la

compréhension des interactions hdte/microbiote.

1. Microbiote de Biomphalaria : état de I'art

Caractériser le microbiote de Biomphalaria et d'autres mollusques hotes intermédiaires de
Schistosoma et comprendre son réle potentiel dans I'immunité antiparasite de I'hote
pourrait permettre une meilleure compréhension de l'interaction tripartite entre le
mollusque, son parasite et son microbiote. En effet, comme les exemples précédemment
cités I'attestent, le microbiote d'un organisme peut jouer un réle dans I'immunité de son

hoéte, notamment dans I'inferaction avec des parasites.

L'objectif principal de ma these était de déterminer le réle du microbiote dans
I'interaction hote-parasite entre Schistosoma spp. et ses hdtes intermédiaires. Pour cela, la
premiére étape a été de caractériser I'ensemble des communautés microbiennes, qu'il
s'agisse de bactéries, de virus ou de profistes des mollusques & I'état naif. La comparaison
de ces communautés entre différentes especes de mollusques avait pour objectif de
déterminer l'influence de I'héte sur la composition de leur microbiote.Par la suite, la
composition bactérienne des mollusques ndifs a été comparée a celle de mollusques
parasités afin d'étudier la dynamique du microbiote au cours d'une cinétique
d'infestation. Cette dynamique a été comparée entre plusieurs combinaisons hotes-
parasites dont la compatibilité (donc les capacités immunitaires) et le type de réponse
immunitaire mise en place étaient différentes. Pour cela, le microbiote de combinaisons
compatibles et incompatibles, mais également sympatriques et allopatriques a été
étudié.. Enfin, le réle de ce microbiote devait étre exploré par l'intermédiaire de
traitements modifiant sa composition, afin d’étudier la phénoménologie de la réponse
immunitaire (par le bicis du phénotype de compatibilité) de I'hoéte suite G ces

modifications.

a) Etudes des communautés virales

Lors de précédents travaux, Galinier et ses collaborateurs ont caractérisé pour la premiere

fois les communautés virales présentes dans différentes souches de B. glabrata (BgGUA,




BgVEN, BgBRE et BgBAR) et de B. pfeifferi (BpfeOMA) élevées en laboratoire (Galinier et
al., 2017b). Cing virus ont pu étre identifiés (annotés de BV1 & BV5), quatre appartenant &
la superfamille des picorna-like virus (BV1-BV4), et le cinquieme étant proche de la famille
des Totiviridae (BV5). Cette étude a montré une spécificité des communautés virales en
fonction de I'néte car, sur des pools de 30 individus, B. pfeifferi était la seule & arborer les
virus BV4 et BV5. Globalement, la charge virale des différentes souches de Biomphalaria
était équivalente, & I'exception de la souche BgBAR dont la charge virale était environ 2,5
fois moindre. Cette souche BgBAR présente par dilleurs le phénotype de compatibilité le
plus restreint face aux différentes souches de S. mansoni, ce qui a permis de faire
I'hypothese d'un lien entre compatibilité héte/parasite et charge virale de I'héte. En effet,
une charge virale plus importante pourrait soit favoriser directement I'implantation et le
développement du parasite, soit perturber le systéeme de défense de I'hdte et en
particulier son immunité. Cette étude étant la premiere & caractériser les virus d'hdtes
infermédiaires de S. mansoni, d'autres analyses étaient prévues afin d'approfondir les
résultats obtenus, et de tester I'nypothése d'un lien entre le microbiote viral et I'immunité

antiparasite de I'héte.

Peu de temps apres, une bactérie pathogene des mollusques a décimé I'élevage au
laboratoire, entrainant I'élimination des souches et désinfection, ce qui a eu plusieurs
conséquences dont certaines seront exposées plus loin. Cette bactérie, nommée
Candidatus Paenibacillus glabratella, a d'ailleurs fait I'objet d'un article dans lequel son
potentiel molluscicide a été analysé, au vu de son haut niveau de pathogénicité al'égard
de I'ensemble des mollusques élevés au laboratoire, pour éventuellement développer un
outil de médiation vectorielle, en éliminant les populations sauvages en contact avec les
parasites, de sorte & arréter le cycle de ces derniers (Duval et al., 2015). Les auteurs ont
montré, par des observations histopathologiques que les bactéries s'infiltraient dans les
tissus, causant une désorganisation tissulaire et de hauts taux de mortalité. De plus, ils ont
remarqué que les ceufs des escargots infectés portaient également la bactérie, réduisant

le taux d'éclosion.

Ces hauts taux de mortalité ont conduit & un renouvellement de I'élevage par l'envoi
d'individus de mémes souches et espéeces, par d'aufres équipes de recherche, dont
certaines que le laboratoire IHPE leur avait fournies auparavant. Des analyses par PCR
quantitative des communautés virales de ce nouvel arrivage ont révélé que, sur les cing
virus précédemment identifiés dans les anciennes souches de mollusques, seuls deux (BV 1
et BV3) ont été détectés dans les individus des différentes souches (Tableau 2). Deux

hypothéses peuvent étre émises : soit les autres virus sont présents sous forme de variants




qui ne sont pas amplifiés par les amorces connues, soit ils sont simplement absents des
nouveaux mollusques. Seule une analyse exhaustive par RNAseq aurait pu permetire

d'établir la présence ou I'absence de virus précédemment identifiés ou non.

Ces différentes données devaient me servir de résultats préliminaires en vue de |'étude
des communautés virales de différentes especes de Planorbidae. Cette étude avait pour
objectif d'analyser les interactions entre les mollusques et les virus et sera développé plus

loin (voir ll. A.).

Tableau 2 : Présence/absence des souches virales avant et aprés renouvellement de I'élevage suite a

l'infection a Candidatus Paenibacillus glabratella. (+) : présence des virus (-) : absence de virus

Présence/absence

Avant renouvellement

Souches R
. Apres renouvellement
virales
BgGUA  BgVEN BgBRE BgBAR  BpfeOMA
BV1 + + + + - +
BV2 - + + + + -
BV3 + + + - - +
BV4 - - - - + -
BVS - - - - + -

b) Etude des communautés protistes

Les « protistes » sont des organismes eucaryotes unicellulaires, parfois multicellulaires, tres
diversifiés, non classifiés parmi les métazoaires, les eumycétes ou les plantes, et
généralement difficiles a hiérrchiser dans la classification phylogénétique. Je continuerai
de les appeler « profistes» dans mon manuscrit afin d’en simplifier la lecture. Ces
communautés sont généralement moins étudiées que les communautés bactériennes car
elles partagent le marqueur 18S de I'ARNr des hétes auxquels elles sont associées, rendant
leur analyse par séquencage massif plus complexe. Des amorces spécifiques de ces
communautés ou bloquant I'amplification des hétes doivent étre développées pour

identifier les protistes.




Bien que plus souvent étudiés sous une forme pathogene, notfamment chez les humains,
les protistes peuvent également faire partie du microbiote d'un organisme, etjouer unrble
dans les fonctions biologiques de ce dernier. Chudnovskiy et ses collaborateurs ont
notamment décrit un protozoaire, Tritichomonas musculis, qui améliore les défenses
mucosales de son héte souris (Chudnovskiy ef al., 2016). Inoue et ses collaborateurs ont
co-écrit un chapitre du livre "Termites: Evolution, Sociality, Symbiosis, Ecology" regroupant
les tfravaux ayant caractérisé et analysé les communautés protistes des termites (et des
cafards) (Inoue et al., 2000). Ces communautés jouent un role essentiel dans la digestion
et l'assimilation de la cellulose, abondante dans le régime alimentaire de ces organismes,
au point d'éfre des symbiotes obligatoires sans lesquels les hdtes meurent de faim. Trois
especes de protozoaires ont notamment été décrites, plus ou moins spécifiques de
segments du systeme digestif de termites, fraduisant d'un réle potentiel dans la digestion,

différent entre les espéces (Lai et al., 1983).

Ardila-Garcia et Fast ont décrit, en 2012, l'infection causée par des microsporidies
appelées Sporanauta perivermis chez le nématode Odontophora rectangula (Ardila-
Garcia & Fast, 2012). Le but de cette étude était de déterminer si toutes les
microsporidioses étaient déléteres voire |étales, comme I'est celle causée par le "tueur de
nématodes", Nematocida parisii chez Caenorhabditis sp. (Ardila-Garcia & Fast, 2012). Les
résultats de cette étude ont révélé que les S. perivermis étaient localisés dans les fissus
hypodermiques et musculaires, mais n'atteignaient pas I'intestin, contrairement a N. parisii
qui y prolifere. lIs sont en effet contenus dans des vésicules, les isolant d'un contact direct
avec |'héte. S. perivermis peut se retrouver également dans les ceufs suggérant une
transmission verticale. A ce jour, cette interaction n'a pas été démontrée comme ayant
un effet positif sur I'ndte, en revanche, elle n'a pas d'effet délétére. Sa transmission
verticale peut suggérer une possible interaction positive, avec un potentiel réle dans la

physiologie de I'néte (Ardila-Garcia & Fast, 2012).

La présence de microsporidies du genre Steinhausia a été soulignée chez B. glabrata en
1975 (Bayne & Owczarzak, 1975). Les auteurs ont suggéré que la reproduction asexuée
des schistosomes était réduite dans les mollusques portant ces microsporidies, mais la
pathogénicité des microorganismes et les mécanismes sous-jacents n'ont pas été
clairement établis. Une autre étude a testé I'effet de la présence de microsporidies sur les
larves de Schistosoma mansoni chez des Biomphalaria glabrata infestés (Lai & Canning,
1980). Les auteurs ont donc nourriles mollusques avec des spores de Nosema algerae, des
microsporidies infectant naturellement les moustiques Anopheles stephensi. lls ont ensuite

observé leur localisation dans leurs tissus a différents stades de l'infestation et I'effet sur




I'émission cercarienne. lls ont constaté que les microsporidies proliféraient dans les
sporocystes primaires et/ou secondaires alors qu'ils ne se trouvaient quasiment pas dans
les tissus des escargots. De plus, l'ingestion de spores 14 jours apres l'infestation parasitaire
réduisait considérablement le nombre de cercaires émises. Ainsi, N. algerae a un effet

délétere sur le développement parasitaire.

Deux espéces d'amibes du genre Hartmannella ont déjd été respectivement identifiées
dans deux espéeces de mollusques, Biomphalaria pallida et Bulinus globusus (Richards,
1968). En 1979, alors gu'ils étudiaient le phénomene d'encapsulation amebocytaire des
sporocystes résultant de la réponse cellulaire de Biomphalaria glabrata, face & une
infestation parasitaire, Stibbs et ses collaborateurs (Stibbs et al., 1979) ont observé la
prolifération d'une amibe lors de la culture cellulaire. lls ont alors décrit cette amibe
comme étant capable de se fixer trés efficacement aux sporocystes du trématode
Schistososma et de le détruire. lls ont également remarqué qu'elles étaient capables
d'adhérer et de détruire les cellules Bge (lignée cellulaire produite a partir de cellules
embryonnaires de B. glabrata (Hansen, 1976)) . En revanche, ces amibes ne s'attachaient
ni aux cercaires de Schistosoma, ni d celles d'autres parasites. Les auteurs ont déterminé
ces amibes comme appartenant aux genres Harfmannella ou Acanthamoeba. lls ont
émis I'nypothése qu'elles étaient localisées en surface du manteau ou de I'épithélium
péricardique, plutdt que dans les cellules et les tissus. En 1980, Okwczarzak et ses
collaborateurs ont classifié ces amibes comme Nuclearia sp. et ont décortiqué leur mode
d'action pour tuer les parasites. Elles agissent en quatre étapes : 1) I'adhésion & la surface
des sporocystes, 2) la pénétration dans le tégument, 3) la destruction lytique des tissus du
parasite, 4) la suppression des fragments restants par phagocytose (Owczarzak et al.,
1980). Ces amibes ont & nouveau été identifiées dans I'hémolymphe de plusieurs souches
de B. glabrata et une analyse phylogénétique a permis une classification plus précise, non
pas dans le genre Nuclearia, mais dans les Mesomycetozoea, dont elles ont formé un
nouveau genre et une nouvelle espece : Capsaspora owczarzaki (Hertel et al., 2002). Les
auteurs ont également remarqué que les mollusques au phénotype résistant face aux
parasites étaient plus @ méme de porter les amibes. En revanche, ces résultats ont été
contredifs dans une étude ultérieure dans laguelle aucune amibe de cette espéce n'a
été retrouvée chez des mollusques résistants (Hertel et al., 2004). D'autres protistes ont
cependant été identifiés chez certains individus, dont un autre ichtyosporean Anurofeca

sp. et deux genres de ciliés, Paruroleptus et Trichodina (Hertel et al., 2004).

L'interaction entre les mollusques du genre Biomphalaria et les protistes reste donc encore

mal comprise, et leur lien avec l'immunité de I'hote reste floue. Une identification des




communautés protistes de ces escargots par séquencage est nécessaire afin d'avoir une
vision plus exhaustive de celles-ci, et d'initier une étude plus approfondie surla nature des

interactions symbiotiques enftre les protagonistes.

c) Etudes des communautés bactériennes

Quelgues travaux ont déja étudié le microbiote bactérien des Planorbidae hbtes
intfermédiaires de Schistosoma. Quelques-unes se sont notamment focalisées sur la flore
cultivable de B. glabrata de plusieurs localités (Puerto Rico, Ste Lucie et Guadeloupe) et
l'ont comparée a celle d'animaux de laboratoires. lls ont décrit les taxons bactériens
dominants comme appartenant aux familes des Aeromonadaceae, des
Enterobacteriaceae, des Moraxellaceae et des Pseudomonadaceae (Ducklow et al.,
1979; Ducklow et al., 1981). lls ont remarqué des différences de composition bactérienne
entre les différentes populations étudiées et que les mollusques de laboratoire ont une
flore plus dense que celle des mollusques de terrain. lIs ont émis I'hypothése que des
différences de densités d'escargots pourraient étre a l'origine de ces différences, la
proximité des individus en aquarium pouvant éventuellement favoriser les échanges. Une
autre étude, plus récente, a déterminé le microbiote bactérien de B. glabrata originaires
du Brésil, en comparaison a d'autres de la méme souche mais élevés en laboratoire (Silva
et al., 2013). Les résultats ont montré que le microbiote cultivable était composé
exclusivement de bactéries gram-négatives, principalement représentées par des
Proteobacteria, dont les familles dominantes étaient des Rhodobacteraceae
(Alphaproteobacteria), des Commamonadaceae (Betaproteobacteria) et des
Xanthomonadaceae (Gammaproteobacteria). Des tests antibiotiques ont également
révélé que tous les isolats étaient résistants a I'amoxicilline mais sensibles au meropenem.
Encore une fois, les auteurs ont pu observer une différence dans la composition des

individus de laboratoire, en comparaison aux individus sauvages.

Ces travaux ont été menés uniguement sur la flore cultivable des mollusques, or, toutes les
bactéries ne peuvent pas étre cultivéesin vitro. L'avénement des nouvelles techniques de
séquencage et d'analyse ont ouvert le champ des possibles a I'analyse des
communautés bactériennes, permettant un approfondissement de nos connaissances sur
le sujet. L'analyse du microbiote bactérien de la souche Guadeloupéenne (Allan et al.,
2018) et d'une souche brésilienne (voir ll. C. 1.; a laquelle j'ai participé) de B. glabrata a
été faite grace ala technique du séquencage MiSeq de la région V3V4 de I'ARN 168S. Les
résultats de ces deux études ont démontré que les phyla bactériens dominants étaient les
Proteobacterioe et les Bacteroidetes chez ces deux souches de mollusques. lls ont été

utilisés comme résultats préliminaires pour mon analyse du microbiote bactérien dans




plusieurs souches de Biomphalaria glabrata, et chez Biomphalaria pfeifferi, Planorbarius
metidjensis et Bulinus fruncatus, hotes intermédiaires du parasite frématode Schisftosoma
sp. Il s'agit ici des premiers fravaux G comparer la composition des communautés
bactériennes en fonction de la phylogénie de I'hdéte, apportant une nouvelle dimension
coévolutive & ce modéele, et ouvrant la voie a une meilleure compréhension de

l'interaction enfre les mollusques et leur parasite.
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II. Chapitre 1 : Caractérisation du microbiote

L'un des objectifs de ma thése était d'analyser les caractéristiques liées aux virus BV1 et
BV3, les deux virus retrouvés dans les mollusques suite d la décimation de I'élevage sur les

cing initialement identifiés. Nous avons choisi d'étudier quatre parametres :

- Laprévalence :l'identification de ces virus ne nous a pas donné d'indication surles

souches de mollusques, ni sur le nombre d'individus porteurs. Nous avons donc
choisi de tester leur présence sur quatre souches de B. glabrata (BgBAR, BgBRE,
BgGUA et BgBS?0) et une souche corse de B. fruncatus. Afin de tester la prévalence
(nombre dindividus infestés), nous avons estime I'échantillonnage & environ 15
individus par souche afin de garantir une valeur statistique.

- Le tropisme ftissulaire : I'affinité des virus pour certains compartiments devait

également étre testée, et notamment pour 'némolymphe, siege de I'immunité, ce
qui aurait pu ouvrir de nouvelles pistes de réflexion, comme la potentialité d'un lien
entre ces virus et I'immunité des mollusques. Des organes de mollusques devaient
étre échantillonnés séparément afin de tester la présence de BV1 et BV3.

- La transmission : I'acquisition et la transmission du microbiote ne sont pas encore

déterminées dans nofre modeéle. L'isolement des pontes permetirait de tester la
fransmission verticale et une expérience de Jardin Commun, la transmission
horizontale.

- La dynamigue : la dynamique des tfranscrits viraux au cours d'une infestation

parasitaire aurait pu nous informer sur l'interaction entre ces virus et l'immunité des
mollusques. De plus, la stimulation du systeme antiviral par |'utilisation de poly I:C
pour éliminer les mollusques, suivie d'une infestation parasitaire et de mesures de
compatibilité était prévue afin d'établir I'existence d'un impact des virus dans
limmunité antiparasitaire. Le poly I:C (ligand polyinosinique-polycytidilique) est
similaire & de I'ARN double brin (synthétique) présent chez les virus (Grant et al.,
1968). Il s'agit d'un immunostimulateur interagissant avec les récepteurs de type Toll
(Liet al., 2015). Son efficacité contre les virus a été démontrée pour la premiéere fois

en 1969, chezles souris (Nemes et al., 1969)

Des exemples ont démontré I'implication de virus dans plusieurs fonctions biologiques de
leur héte, notamment les défenses immunitaires (voir I. E. 2.). Les analyses prévues sur les
virus BV1 et BV3 auraient pu permetire de comprendre leur potentiel réle dans la relation

tripartite avec le mollusque et le parasite. En effet, une corrélation entre la présence et la




dynamique des deux virus restants (BV1 et BV3) et compatibilité héte-parasite aurait pu

éfre recherchée.

L'analyse de la séquence des virus précédemment identifies avait permis le
développement d'amorces de gPCR pour le suivi des virus. Cependant, aucun virus n'a
été détecté dans nos échantillons avec I'utilisation de ces amorces. Il est donc probable
gue les communautés virales aient changé ou bien gu'il s'agisse de variants viraux non
amplifiés par ces amorces. Dans ces conditions, I'étude des communautés virales est
devenue impossible, & moins d'un nouveau ségquencage par RNAseq sur ces nouveaux
mollusques. Cecin'a pas été envisageable au cours de cette thése mais fera I'objet d'une
étude a venir. Enrevanche, nous avons pu conclure de ces résultats que les communautés
virales ne sont pas installées de maniére stable chez les mollusques dont nous disposons.
Cecisemble éliminerI'hypothese d'un virus symbiotique et d'une coévolution entre les virus
et les mollusques. Cette impasse a cependant arrété I mes recherches concernant le

microbiote viral de I’'héte intermédiaire de Schistosoma.

Il existe peu de travaux surles communautés protistes des mollusques hotes intermédiaires
du schistosome, et les études existantes sont assez anciennes et ne sont pas exhaustives.
L'analyse du microbiote protiste par séquencage massif sur le marqueur 18S des
eucaryotes a donc été effectuée. Ma contribution & ces travaux a consisté en |'extraction
de I'ADN des échantillons, la participation & I'analyse des communautés bactériennes et

a la rédaction des résultats sous la forme d'un article.

Nous avons d0, au cours de ce travail, développer des outils pour réduire l'information
génétique de I'hbte et identifier les communautés protistes présentes. Ainsi, des amorces
bloguantes de I'ADN d'escargots et des amorces spécifiques des protistes ont été concues
(Figure 11). Les premiéeres correspondent a des séquences d'amorces amplificatrices de
I'information génétique des mollusques, auxquelles ont été ajoutées des bases

dégénérées, bloguant ainsil’amplification. Les amorces spécifiques, quant d elles, ont été




construites & partir de bases de données regroupant les profistes connus, de sorte &

déterminer une séquence universelle de ce taxon, excluant le taxon de I'hdte mollusque.
1) Principe des amorces bloguantes
élongation
—_—
bloquée

Amorce d’ADN de Bases
mollusques dégénérées

2) Principe des amorces spécifiques
pas d’amplification -
I I d’ADN de mollusques I I I I I I I amp//flcqt/on
.9 .8 0.0 0 & & § 4 des protistes

Amorce 18S universelle Amorce 18S universelle
des protistes connus, des protistes connus,
excluant les mollusques excluant les mollusques

Figure 11 : fonctionnement théorique des amorces 1) bloquantes, empéchant I'amplification de I'ADN de
mollusques, et 2) spécifiques des protistes, ne permettant I'amplification que de ces derniers.

Aprées différents tests d'efficacité, les amorces bloquantes se sont révélées plus exhaustives
qguant ala caractérisation des communautés de protistes. Celles-ci étaient principalement
représentées par des Amebozoa et des Alveolata. Un genre profiste a été identifié,
phylogénétiquement proche d'un autre précédemment caractérisé pour sa disposition &

prédater des sporocystes de Schistososma.

En parallele d I'analyse de ces communautés eucaryotes, une étude des communautés
bactériennes a été menée. Les phyla prédominants identifiés appartenaient aux
Proteobacteria et aux Tenericutes. Plus précisément, le genre Mycoplasma a été retrouvé
dans nos échantillons. L'analyse phylogénétique de ce genre bactérien, déja été décrit
dans une grande diversité d'hbtes invertébrés, semble indiquer une interaction spécifique

avec ses hétes mollusques.

Enfin, I'environnement a été montré comme impactant la composition des deux
communautés, bien que les bactéries semblent particulierement liées a la souche de leur

hote.

Une version non finalisée de I'article dans lequel ces résultats seront présentés se trouve ci-

dessous.
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Abstract

Microbial communities associated with macroorganisms might affect host physiology and
homeostasis. The prokaryotes are well studied in this context, but diversity of microbial
eukaryotes (protists) remains almost unknown. In order to study protists communities, while
reducing the amplification of host snails DNA, we used existing specific primers and we
developed blocking primers for metabarcoding analyses. Our results showed that the phyla
Amoebozoa and Opisthokonta were dominant within snail protist microbiota. The role of these
taxa remains unknown, but we believe that these primer sets offer new possibilities to study the
hidden diversity of protists within snail microbiota. In addition, we analyzed bacterial
communities using 16S rRNA gene metabarcoding, and we highlighted that protist and bacteria
assemblages were correlated, suggesting either similar influences of host/environmental

factors, or ecological interplays. Lastly and similarly to other invertebrate hosts (chitons,




isopods, termites, etc.), Mycoplasmataceae sequences were abundant among bacteria. A
phylogenetic reconstruction of these sequences suggested host specific interactions with snails.

Introduction

Interactions between micro- and macro-organisms are ubiquitous on Earth. The composition of
these microbial communities (hereafter named microbiota) are mostly specific, and thus notably
linked to host taxonomy (Rohwer et al., 2002; Fraune & Bosch, 2007; Roterman et al., 2015;
Brooks et al., 2016). In the context of host microbiota, the adage “tell me what you eat, and |
will tell you what you are” might be easily translated to “tell me what your microbiota looks
like, and I will tell you what you are” (even though diet highly influence microbiota
composition (Sommer & Backhed, 2013; Wang et al., 2014; Carmody et al., 2015)).

Studies of hosts and their microbiota (such associations formed entities called holobionts)
mostly concerned prokaryotes, but very few focused on microbial eukaryotes (protists).
Consequently, it is unclear whether protist communities had also specific associations with
hosts, and whether links exist between eukaryotic and prokaryotic microbiota. Methodological
issues mainly explain this lack of knowledge. Indeed, although the 16S rRNA gene is well
adapted to metabarcoding surveys of prokaryotic communities, 18S rRNA primers mostly

amplify the abundant host DNA rather than protist communities.

To tackle this issue, we used existing specific primers (Clerissi et al., 2018), and we also
developed blocking primers to study protists associated with subtropical aquatic snails
(Planorbidae). We also analysed bacterial microbiote to determine a correlation between both
the communities. Prokaryotic microbiota are very diverse for these snails (Ducklow, Clausen
& Mitchell, 1981; Van Horn et al., 2012; Silva et al., 2013), and are highly influenced by host
genetics (Allan et al., 2018). Several pathogens were identified within Paenibacillus (Duval et
al., 2015) and Vibrio genera (Ducklow, Tarraza Jr. & Mitchell, 1980). Moreover, Biomphalaria
glabrata snails were found to harbor an eukaryote symbiont, the Mesomycetozoea, Capsaspora
owczarzaki (Hertel, Loker & Bayne, 2002; Hertel et al., 2004). This snail species is an
intermediate host of the human pathogen Schistosoma mansoni, and strikingly while C.
owczarzaki is a predator of S. mansoni, this Mesomycetozoea was mainly found in snails
resistant to schistosome infections. In snails, some microscopic (metazoan ??) eukaryotes were
also identified to be pathogens such as oomycetes (Baron et al., 2013), and rotifers (Azzam,

2013), but protist diversity remains poorly explored particularly at the community scale.




As a consequence, this study aims at (i) comparing specific and blocking primers to describe
protist diversity within strains/species of planorbid snails, and (ii) analyzing potential
covariation between protist and bacterial microbiota community assemblages. Such a pattern
might reflect ecological interplays between microbial eukaryotes and prokaryotes.

Methods

Biological material

Five strains of Planorbidae snails were used in this study (Table 1): three strains of
Biomphalaria glabrata, two from Brazil (BgBAR and BgBRE) and one experimentally selected
for reduced compatibility to different S. mansoni parasite strains (BgBS90) (Theron et al.,
2014), a strain of another Planorbinae genus (Planorbarius metidjensis), and a strain of a

Planorbidae non-Planorbinae species (Bulinus truncatus).

Table 1. Microbiota samples from three snail species.

Species Strain Nb of Sample name Origin
samples
Barreiro 3 BgBAR Belo Horl_zonte,
Brazil
Biomphalaria glabrata Brazil 11 BgBRE Recife, Brazil
Mass selection 4 BgBS90 Salvador, Brazil
Bulinus truncatus Spain 1 Btru Almeria, Spain
Planorbarius metidjensis Spain 5 Pmet Salamanca, Spain

Rearing conditions

All strains were reared in the same conditions and maintained within water tanks of 8L at
constant temperature of 26°C. Snails were fed every 2 days with lettuce (and fasted one week

before sampling) and 50% of the water was renewed every week.

Design of blocking primers for snails

To reduce the proportion of host DNA amplification, two strategies were compared. First, we
used existing specific primers targeting eukaryotic communities, but avoiding host
amplification. The specific primer sets for metazoan-associated protists were previously
designed to amplify V1V2 loops of the 18S rRNA gene (Clerissi et al., 2018) (Table 2).




Secondly, new blocking primers were designed to block the host DNA amplification using
18SV4 primer set (Table 2). The non redundant (99 %) Silva SSU database (release 128,
September 2016) (Quast et al., 2013; Yilmaz et al., 2013) was downloaded and only the
sequences matching with 18SV4 primer set (with only one allowed mismatch) were used for
subsequent analysis. Metazoa were removed from the protist dataset, and a host database was
also created keeping all sequences of Heterobranchia species (mollusc sub-class that includes
Planorbidae). The last 40 nucleotides of Heterobranchia, corresponding to the 3'-region of host
amplicon including the reverse primer, were aligned with the metazoan-free database using
Muscle v3.8.31 (Edgar, 2004). Blocking primers were designed to overlap with this region.
Entropy decomposition (R package {otu2ot}, CalcEntropy seq) (Ramette & Buttigieg, 2014)
was used to check the alignment of nucleotides between both Heterobranchia and protist
databases. The diversity of Heterobranchia was particularly high at the 3' region of host
amplicons (Fig. S1), thus the Biomphalaria genus was targeted to design blocking primer (28
bp) with a 10 bp overlap with the reverse primer, and a Tm similar to the targeted primer set.
The blocking primer was synthesized using a Spacer C3 CPG (3 hydrocarbons) at the 3'-end,
in order to prevent the PCR elongation as previously described (Vestheim & Jarman, 2008;
Leray et al., 2013). For bacterial community analysis, we targeted V3V4 loops of the 16S rRNA
gene using the 341F and 805R primer set (Table 2) (Klindworth et al., 2013).

Table 2. Specific and blocking primers used in this study.

Marker Vo Vo Blocking primer
region Target Forward (5'->3) Reverse (5'->3") (5->3)

165\V/3V4 Bacteria CCTACGGGNGGC | GACTACHVGGGT

WGCAG ATCTAATCC
No
ACCTGGTTGATCC | GTARKCCWMTA
185V1Vv2 Non-metazoa TGCCA YMYTACC
TCTTGACTAATG
CCAGCASCYGCGG | ACTTTCGTTCTTG
185Vv4 Eukaryota TAATTCC ATYRA AAAA:é;\I’;CTTG

DNA extraction, PCR and sequencing

After collection of snail individuals, shells were cleaned with cotton bud soaked in bleach (to
avoid transfers of contaminants on snail body), then molluscs were removed from shell by
dissection and flash-frozen individually in liquid nitrogen before being kept at -80°C until DNA

extraction.




DNA extraction was performed using the DNA from tissue kit (Macherey-Nagel) according to
the manufacturer’s protocol. In order to improve DNA extractions, we performed an additional
30 seconds mechanical lysis using zirconium beads (BioSpec) and MagNA Lyser Instrument
(Roche), before the 90 min enzymatic lysis in the presence of proteinase K. DNA concentration
and quality were checked with Epoch microplate spectrophotometer (BioTek Instruments, Inc.).

Then, the rDNA genes were amplified and sequenced using the 16S V3V4 loop for bacterial
communities (Klindworth et al., 2013) and the 18S variable V1V2 and V4 loops for eukaryotic
communities (Table 2) (Wuyts et al., 2002; Stoeck et al., 2010; Clerissi et al., 2018). Library
construction and paired-end sequencing (250 bp read length) were performed at the McGill
University (Génome Québec Innovation Centre, Montréal, Canada). Locus-specific PCR
reactions were carried out in a 25 pl volume with final concentrations of 0.4 uM of each PCR
primers, 0.02 U of the Qiagen Hotstar Tag DNA Polymerase, 0.2 mM of the dNTP mix and
1xTaq buffer. In order to reduce amplification of snail amplicons for 18SV4, blocking primers
were added to the PCR mix at a final concentration of 1.2 uM. PCR cycling included an initial
incubation of 15 min at 96 °C followed by 35 cycles of 96 °C for 30 sec, 52 °C for 30 sec and
72 °C for 1 min, with a final 10 min incubation at 72 °C. Sequencing was performed on the
MiSeq system (Illumina) using the v2 chemistry according to the manufacturer’s protocol. Raw

sequence data are available in the SRA database (accession number PRINA579897).

Sequence analyses

We used the FROGS pipeline (Find Rapidly OTU with Galaxy Solution) implemented into a
galaxy instance (http://sigenae-workbench.toulouse.inra.fr/galaxy/) for sequence analysis
(Escudié¢ et al., 2017). Briefly, paired reads were merged using FLASH (Mago¢ & Salzberg,
2011). After denoising and primer/adapters removal with cutadapt (Martin, 2011), de novo
clustering was done using SWARM that uses a local clustering threshold, with denoising and
aggregation distance d=3 (Rognes et al., 2015). Chimera were removed using VSEARCH
(Rognes et al., 2016). We filtered the dataset for singletons and we annotated OTUs using
Blast+ against the Protist Ribosomal Reference database (PR2) (Guillou et al., 2013) for protist

sequences, and the Silva database (release 123, September 2015) for bacterial sequences.

Subsequent analyses were done using R v3.3.1. Rarefaction curves of species richness for
protists and bacteria were produced using the {phyloseq} R package and the ggrare function.
In order to compare samples for alpha and beta diversity, we subsampled the dataset to 5160

reads per sample for all markers using the rarefy _even_depth function. The alpha diversity




metrics (Observed, Chaol, Simpson and Shannon) were estimated at the OTU level with the
estimate richness function. Moreover, Pielou’s measure of species evenness was computed
using the diversity function in {vegan}. We also used phyloseq to obtain abundances at different
taxonomic ranks (from genus to phylum) (tax_glom function).

Statistical analyses

Clustering methods were used to describe composition of microbial communities between
samples. Hierarchical clusterings (average linkages (hclust {stats})) of microbial communities
were computed using Bray-Curtis dissimilarities (vegdist {vegan}). Clusterings of 18SV4 and
16SV3V4 were plotted face-to-face using the tanglegram function {dentextend}. Abundances
associated with each sample were plotted face to clustering using the heatmap.2 function and
the {gplots} package.

We performed Student’s t-test (t.test {stats}) or non-parametric Wilcoxon test (wilcox.test
{stats}) (when normality was rejected with the Shapiro-Wilk test, (shapiro.test {stats})) to
compare relative abundances of higher taxonomic ranks (hosts, Embryophyceae, protist, others)
and alpha diversity metrics (Chaol, Simpson, Pielou’s evenness and Shannon) between
18SV1V2 and 18SV4. Moreover, we tested the correlation between 18SV4 and 16SV3V4 for
alpha diversity metrics using Spearman’s rho statistic (cor.test {stats}). Lastly, we tested the
correlation between protist and bacterial assemblages (based on Bray-Curtis dissimilarities)
using the Mantel test (mantel {vegan}). P-values were adjusted for multiple comparisons using

the Bonferroni correction (p.adjust {stats}).

Phylogenetic analysis of Mycoplasmataceae sequences

We computed BLASTn (Altschul et al., 1990) searches of OTU_66 sequence
(Mycoplasmataceae) against the non-redundant nucleotide collection of NCBI. We kept only
hits having 100% coverage, being annotated as Mycoplasmataceae, and having host
information in their annotation. Sequences used to estimate the phylogenetic relationships of
Mycoplasmataceae isopod symbionts (Fraune & Zimmer, 2008) were also downloaded from
NCBI. In order to reduce the number of sequences, they were aligned using MAFFT (Katoh et
al., 2002), the alignment was trimmed at each extremity, and sequences were clustered at
different nucleotide similarities (from 90 to 99%) using Mothur (Schloss et al., 2009). The
reduced alignment obtained at 95% similarity cutoff was conserved for the next analyses, in
order to use less than 100 sequences to compute a readable phylogenetic tree. In addition to the

Mycoplasmataceae OTUs of this study, four sequences of Escherichia coli (used as outgroups)




were added to the output alignment from Mothur, aligned using MAFFT, and trimmed at each
extremity. Finally, poorly aligned and highly variable regions of the alignment were
automatically removed using GBlocks [55], and maximum likelihood (ML) trees were
computed with 1Q-TREE v1.3.8 using the best model (selected with the Bayesian information
criterion) (Nguyen et al., 2014), and validated via an ultrafast bootstrap procedure with 1000
replicates (Quang et al., 2013).

Results
Design of blocking primers to study protist microbiota

A preliminary sequencing test was performed to describe protist communities associated with
a B. glabrata sample using the 18S rDNA V4 loop (Table 2). However, because this primer set
was designed to amplify all eukaryotes (Stoeck et al., 2010), B. glabrata amplicons were
dominants (i.e., 81.4% of 2445 sequences).

In order to increase the proportion of protist sequences, a blocking primer targeting the 18S V4
region of the Biomphalaria genus (18SV4BP) was designed. About 75 % of Biomphalaria
amplicons were predicted to be remove using the blocking primer (Table S1). Moreover, a very

low proportion (<1%) of protist amplicons might be targeted by this blocking primer.
Comparison of blocking and specific primers on Planorbidae snails

In order to describe protist assemblages within Planorbidae snails, we used the newly designed
blocking primer as well as a specific primer sets targeting V1V2 loops of the 18S rRNA gene
(hereafter named 18SV4BP and 18SV1V2SP respectively), and avoiding metazoan sequences
(Clerissi et al., 2018). Multiple host strains were selected to favor the identification of replicable
microbiota characteristics. In particular, individuals from three Planorbidae species (B. glabrata
(three different strains), P. metidjensis and B. truncatus) were used in this study (Table 1). On
average, each sample had 10,339 host sequences, and 7,224 protist sequences representing 196
OTUs (Tables S2, S3, S4).

A comparison of the proportion of host, Embryophyceae, protists and other sequences (i.e.,

other metazoan and multi-affiliations) for both marker regions revealed no amplification of host




sequences with 18SV1V2SP, while contaminations remained with 18SV4BP (56%) (Fig. 1 and
Table S2).

18Sv1ivasp 185v4BP

Others

Protists

Embryophyceae

Snail

1,772,699 sequences 880,724 sequences

Fig. 1. Sequences of snails, Embryophyceae, protists and other taxonomic groups for 18SV1V2SP
and 18SV4BP.

Although snail sequences were absent from 18SV1V2SP samples, the protist fraction was
higher for 18SV4BP (20% with 18SV4BP and 10% with 18SV1V2SP) because of a high
proportion of Embryophyceae for 18SV1V2SP (90%) that may be due to residues of lettuce
feeding of snails, according to their coprophagous behaviour (Table 3). Consequently, bias
linked to the presence of Embryophyceae was significantly lower for 18SV4BP than
18SV1V2SP.

Table 3. Comparison of the relative abundances of taxonomic groups between
18SV1V2SP and 18SV4BP. Numbers into brackets are p-values. "18SV1V2SP" and
"18SV4BP" indicate which marker had significantly higher values.

Variable Marker with higher values
Snails 18SV4BP (<0.001)
Embryophyceae 18SV1V2SP (<0.001)
Protists 18SV4BP (0.02)
Others 18SV4BP (<0.001)

Secondly, we computed a comparison of 18SV1V2SP and 18SV4BP for different alpha
diversity indices (Tables 4 and S5). Samples with less than 5160 protist sequences were
removed from the analysis and the dataset was rarefied to this minimum value. Because of the
observed bias towards Embryophyceae sequences, only 7 out of 24 18SV1V2SP samples had

more than 5160 protist sequences. In contrast, 13 out of 24 18SV4BP samples were above this




threshold. Among them, 4 samples were shared between 18SV1V2SP and 18SV4BP, and were
thus used for subsequent analyses. Higher values of evenness and Simpson were obtained for
18SV1V2SP compared to 18SV4BP (Tables 4 and S5).

Table 4. Comparison of alpha diversity indices for protists between 18SV1V2SP and
18SV4BP. Numbers into brackets are p-values. "18SV1V2SP" and "18SV4BP" indicate which
marker had significantly higher values.

Index Marker with higher values
Observed NS (1)

Chaol NS (1)
Evenness 18SV1V2SP (0.032)
Simpson 18SV1V2SP (0.041)
Shannon NS (0.098)

Although 18SV1V2SP excluded most snail host DNA, the proportion of protists was higher for
18SV4BP. In this context, the 18SV4BP marker was used to compare protist and bacterial

assemblages within snails.
Comparisons between eukaryotic and prokaryotic microbial communities

We compared eukaryotic and prokaryotic microbiota using 18SV4BP (Table S4) and 16SV3V4
(Table S6) datasets. Similarly, a threshold of 5160 sequences to select samples and rarefy the
16SV3V4 dataset of prokaryotes was applied. Altogether, 13 samples were kept for analyses of

alpha and beta diversities.

First, the correlation between 18SV4BP and 16SV3V4 datasets for alpha diversity indices
revealed that eukaryotic and prokaryotic microbial communities were not significantly

correlated for any indices (Table 5).

Table 5. Correlation for alpha diversity indices between eukaryotic (18SV4BP) and
prokaryotic (16SV3V4) microbial communities. Numbers are correlation coefficients
(Spearman's rho), numbers into brackets are p-values.

Index Spearman’s rho correlation coefficient
Observed -0.499 (0.082)
Chaol -0.451 (0.121)
Evenness 0.368 (0.217)
Simpson 0.071 (0.821)
Shannon 0.225 (0.459)




Secondly, analyses of beta diversity showed that both communities displayed similar patterns
(Fig. 2), and that dissimilarities were significantly correlated (r=0.81, p=0.001, Mantel test).
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Fig. 2. Clustering of microbial communities using 18SV4BP and 16SV3V4. Clustering were computed
using Bray-Curtis dissimilarities based on abundances of OTUs, and the average linkage method. Each color
is a snail strain. The grey lines rely the same samples between 18SV4BP and 16SV3V4.

Dominant microbiota associated with Planorbidae snails

In order to identify dominant taxa, we first studied eukaryotic and prokaryotic microbiota at the
phyla level. Prokaryotes were more diverse than protists, and Proteobacteria and Bacteroidetes
were the most abundant bacteria phyla with also high proportions of Tenericutes,
Planctomycetes and Actinobacteria (Fig. 3). Protists were mainly represented by Amoebozoa
and Ophisthokonta.
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Fig. 3. Dominant phyla of snail-associated microbial communities using 18SV4BP and 16SV3V4.




Secondly, we described the distribution of dominant taxa at the family level (Fig. 4). We found
that two Amoebozoa (Lobosa and Pseudoperkinsidae) were the main protists within snails, and
that they had antagonistic distributions. In contrast, Comamonadaceae, Flavobacteriaceae,
Mycoplasmataceae, Planctomycetaceae, and Pseudomonadaceae were common bacterial
families within snail microbiota. Lastly, we studied snail microbiota at the OTU level. In
particular, we described the structure of microbial communities and the identity of dominant
OTUs. OTUs for the bacterial 16SV3V4 marker showed more even structures than 18SV4BP
(values of evenness: 0.66 for 16SV3V4; 0.38 for 18SV4BP, respectively). Accordingly,
dominant OTU corresponded to 12% (OTU_4, Mycoplasmataceae, phylum: Tenericutes) of
bacterial microbiota (Table S6). In contrast, dominant eukaryotic OTUs represented 68%
(OTU_7, sub-phylum Lobosa, phylum: Amoebozoa) (Table S4).

00008 0.024 0.04 0.384 1

Frequency

18S_Cryptomycotina
16S_Planctomycetaceae
16S_Mycoplasmataceae
16S_Nocardiaceae

16S_Mycobacteriaceae
18S_Lobosa
16S_Enterobacteriaceae
18S_Colpodidae
18S_Vorticellidae
16S_Flavobacteriaceae
16S_Verrucomicrobiaceae

16S_Rhodobacteraceae
18S_Chytridiomycetes
18S_Pseudoperkinsidae
16S_Xanthomonadaceae
16S_Chitinophagaceae
16S_JG35-K1-AG5
16S_Rhizobiaceae
16S_Comamonadaceae
16S_Pseudomonadaceae

Fig. 4. Distribution of dominant families of snail-associated microbial communities using 18SV4BP
and 16SV3V4. Clustering was computed based on family abundances using Bray-Curtis dissimilarities or
Spearman's rho correlation coefficient distances (average linkage method) for samples and taxa, respectively.
The corresponding marker gene precedes family names. Only families with a relative abundance above 4 %

in at least one sample are shown.




Mycoplasmataceae in Planorbidae snails and other organisms

A Mycoplasmataceae OTU dominated microbiota of Planorbidae snails (Fig. 4 and Table S6).
Interestingly, we found that Mycoplasmataceae was already identified in other mollusc species
(Table 6), when we compared the nucleotide sequence of the representative OTU_66 to the
nucleotide collection of NCBI using BLASTN. Therefore, we computed a phylogenetic tree
using available sequences of Mycoplasmataceae from NCBI (see Methods for more details).
This analysis showed that this family is associated with a diverse set of hosts (oysters, snails,
algae, birds, chitons, cnidarians, fishes, isopods, mammals, reptiles, shrimps, spiders, and
termites) (Fig. 5). Several host transfers occurred for Mycoplasmataceae strains between
mammals, birds, and reptiles. In contrast, Mycoplasmataceae associated with snails, termites,
and isopods formed monophyletic groups, suggesting host specific interactions or
environmental segregation. Oyster-associated Mycoplasmataceae were also closely related in
the phylogeny (even though one OTU was closed to strains associated with fishes and

mammals), but it is likely that host switches to cnidarians occurred as well.

Table 6. BLASTnN searches of Mycoplasmataceae in other molluscs species (NCBI).

Host Identity | Coverage | Accession Description Reference
(%) (%) number

Oyster 94 100 JF827518.1 | Uncultured clone 300F3 in | (Fernandez-

Crassostrea gigas Piquer et al.,
2012)

Giant 93 100 JN211307.1 | Uncultured clone SN_ST 4 | (Pawar et al.,

African snail in Achatina fulica 2012)

Chiton 92 100 HE663319.1 | Uncultured clone | (Duperron et
LBDT7262 in Leptochiton | al., 2013)
boucheti
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Fig. 5. Maximum-likelihood phylogenetic tree of Mycoplasmataceae sequences. The tree was rooted

using Escherichia coli sequences. Numbers are ultrafast bootstraps (%) reflecting clade support.

Discussion

Efficiency of blocking and specific primers

Various efficiencies were observed for the different samples using the designed blocking
primer. On average, host sequences still represented 53% (from 19 to 97%). Such variations
were already reported in previous studies (Vestheim & Jarman, 2008; Leray et al., 2013;
Clerissi et al., 2018), and might be mainly linked to the proportion of host amplicons in the
PCR output. In contrast, 18SV1V2SP amplified less than 1% of host sequences. It also
produced a higher amount of Embryophyceae sequences, reducing the proportion of protist
sequences identified. These results thus suggested that, even if host contamination remained

high, the use of 18SV4BP would be better suited to characterize protist communities of snails.




Moreover, metabarcoding analyses commonly use the V4 loop of 18S rRNA gene (Stoeck et
al., 2010; Decelle et al., 2014; Massana et al., 2014; Hu et al., 2015; Giner et al., 2016; Piredda
et al., 2017; Tragin et al., 2017), thus making possible the comparison with diverse types of

samples, here, the comparison between several mollusks species.
Significant correlations between eukaryotic and prokaryotic microbial assemblages

Our analyses highlighted that eukaryotic and prokaryotic microbial assemblages were
significantly correlated based on community dissimilarity values (Table 5). This link might be
related to host factors, but also to ecological interplays between eukaryotes and prokaryotes.
Indeed, members of both communities establish relationships for biogeochemical cycles when
they are free in the environment (Azam et al., 1983; Thingstad et al., 2008). They could also be
linked to top-down or sideways factors, because ciliates and flagellates are known grazers of
bacteria (Raven, Finkel & Irwin, 2005), and competition exists between bacteria and protists
for nutrients (Thingstad et al., 2008). Grazers such as amoeba might also contain various
resistant microorganisms (prokaryotes and viruses), and even play a role of melting pot for
microbial evolution (Boyer et al., 2009; Moliner, Fournier & Raoult, 2010). This study aims to

explore these relationships within the same marcoorganism.
Dominant taxa within Planorbidae snails

We identified dominant protists and bacteria associated with snails (Fig. 3). Among them,
several taxa were already observed in other related host strains, suggesting that they might be
part of these holobionts. The amiboid C. owczarzaki (Mesomycetozoea) was proposed to be an
eukaryotic symbiont of B. glabrata (Hertel, Loker & Bayne, 2002; Hertel et al., 2004), but we
did not find related sequences in our dataset. However, an amoeba from the Lobosa sub-phylum
prevailed in snail microbiota, and a closely related genus to C. owczarzaki (Anurofeca genus)
was also present in this study. Because C. owczarzaki might favor snail resistance to S.
mansoni, it would be interesting to explore if closely related genus and amoeba might predate
this parasite. Thus, future studies might test if Anurofeca and Lobosa are involved in snail
holobiont homeostasis. Lastly, one bacterial OTU from the Mycoplasmataceae family
dominated snail bacterial microbiota in our dataset. Actually, links with Mycoplasmataceae
strains were already observed for many invertebrate hosts, such as chitons (Duperron et al.,
2013), snails (Pawar et al., 2012), oysters (King et al., 2012; Fernandez-Piquer et al., 2012; de
Lorgeril et al., 2018), isopods, and termites (Fraune & Zimmer, 2008) (Fig. 5).




Specific association with Mycoplasmataceae strains

Although Mycoplasmataceae are known pathogens of mammals and birds, they might have
beneficial roles for other organisms. Notably, a link was observed between oyster mortalities
and decrease of the genus Mycoplasma (Mycoplasmataceae family) in oyster microbiota (de
Lorgeril et al., 2018). A similar trend with host mortality was also highlighted for isopods.
Indeed, isopods harboring Mycoplasmataceae symbionts had higher survival rates on low-
quality foods than isopods lacking this symbiont within their microbiota (Fraune & Zimmer,
2008). In this study, we found that this family showed specific host-symbiont interactions,
forming different monophyletic groups for isopods (such as previously observed (Fraune &
Zimmer, 2008)), snails, and possibly oysters (even though host switches likely occurred to
cnidarians according to the phylogeny) (Fig. 6).

Additional sequences will be needed in the future to precisely describe Mycoplasmataceae
diversity within these groups, and to test the hypothesis that the observed phylogenetic pattern
is linked to host-symbiont interactions, and not simply to environmental segregation. It will be
also necessary to study the exact nature of relationships between Mycoplasmataceae and hosts.
However, it might be difficult to estimate their role within holobionts, and to differentiate
mutualism from commensalism. In particular, because Mycoplasmataceae strains lack
peptidoglycan, they might be more resistant to host-producing antibiotics that inhibit cell wall
synthesis (Fuerst & Sagulenko, 2011). As a consequence, this family might be resident within

these microbiota, but it is possible that such bacteria do not affect host phenotypes.
Conclusions

To conclude, we compared specific and blocking primers to describe eukaryotic microbiota
from several snail strains. The use of blocking primers for the 18SV4 marker gene allowed
comparisons of protist with prokaryotic assemblages. Eukaryotic and bacterial microbiota were
correlated in this study for community dissimilarities. Future studies should test whether this
link is due to host or environmental factors, or if ecological interplays exist between protists
and bacteria within snail microbiota. Furthermore, we identified dominant taxa from
Amoebozoa, Opisthokonta, Proteobacteria and Bacteroidetes phyla. Lastly, we highlighted a
specific association with Mycoplasmataceae strains. We did not know if all these taxa
influenced host homeostasis, but future studies should reveal their diversity, distribution and

possible role within holobionts.
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Fig. S1. Nucleotide diversity (entropy) of Heterobranchia and metazoa-free sequences at
the 3’-end of 18SV4 amplicons. Blue and red lines correspond to Heterobranchia and metazoa-
free sequences, respectively. Dashed lines indicate positions of reverse (in light blue) and

blocking (in black) primers.
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Table S5. Metadata and alpha diversity indices. Alpha diversity indices correspond to
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Table S6. OTU annotations and abundances analysis for 16SV3V4 samples.




Au cours de cette partie de ma thése, j'ai caractérisé le microbiote de différentes souches

et especes de Planorbidae, hétes intermédiaires du schistosome, a I'état naif.

Outre I'analyse du microbiote viral et protiste, je me suis focalisée majoritairement sur le
microbiote bactérien. Tout d'abord, j'ai participé a I'analyse du microbiote dans une
souche de B. glabrata originaire du Brésil, par séquencage MiSeq lllumina de I'ADN 168,
spécifique des bactéries. Les résultats ont indiqué une faible variation interindividuelle du
microbiote, et une prédominance des Proteobacteria. De plus, les communautés
bactériennes se sont révélées trés stables au cours du temps. Le core bactérien a
également été analysé. Ce core correspond d la part du microbiote qui se retrouve dans
une certaine proportion d'individus. Cette portion est déterminée par les auteurs, selon le
modeéle : par exemple, une étude chez les coraux d définit le core microbiote comme la
portion commune & 50% des individus (Brener-Raffalliet al., 2018) alors que dans une autre
chez les moustiques, n'était considéré comme appartenant au core microbiote que les
taxa bactériens communs a plus de 90% des individus (Guégan et al., 2018). Dans notre
étude sur le microbiote bactérien de B. glabrata, nous avons considéré uniguement les
taxa présents dans 100% des individus comme appartenant au core microbiote. Surles 97
familles identifiées, 62 se retrouvaient dans tous les individus, formant ainsi le core
microbiote. En plus de la caractérisation du microbiote bactérien des individus naifs de la
souche brésilienne de B. glabrata, la dynamique de ce microbiote au cours d'une primo-
infestation parasitaire (par une souche sympatrique ou allopatrique), puis d'une seconde
infestation, a également été analysée. L'ADN 16S a donc également été séquencé dans
des individus échantillonnés & différents pas de temps le long de la cinétique d'infestation.
Les résultats ont démontré une dysbiose (perturbation du microbiote) causée par la
présence des parasites, sans discrimination de la souche infestante. De maniere
intéressante, nous avons observé une « résilience » du microbiote bactérien, 25 jours apres
la primo-infestation, & un état proche de celui a I'état naif. Enfin, I'analyse du profil
d'expression de frois types de protéines et peptides antimicrobiens a mis en évidence une
augmentation de I'expression de biomphamacines en corrélation avec la dysbiose
provoquée par l'infestation parasitaire. Ces résultats ont été publiés dans un article

disponible dans biorXiv (http://dx.doi.org/10.1101/386623) présenté ci-apres (voirll. C. 1.).

Le travail principal que j'ai mené au cours de ma thése s'est notamment appuyé sur les
résultats obtenus lors de cette premiere étude. Cette fois, cependant, j'ai comparé la
composition bactérienne de différentes souches et especes de mollusques, hotes

infermédiaires de Schistososma. J'ai choisi quatre souches de Biomphalaria glabrata, une
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souche de Biomphalaria pfeifferi, une espece phylogénétiquement proche de B.
glabrata, une souche de Planorbarius metidjensis, un Planorbinae plus éloigné
phylogénétiquement des deux précédentes, et une souche de Bulinus fruncatus, un
Planorbidae Bulinae trés éloigné phylogénétiquement de toutes les autres. Les deux
dernieres sont également incompatibles & S. mansoni mais respectivement & S. bovis et S.
haematobium. De la méme maniére que précédemment, I'ADN 16S a été séquencé par
MiSeq lllumina puis analysé. Le microbiote des individus élevés en bacs séparés par souche
a révélé une forte spécificité en fonction de I'héte. En effet, une analyse d'indices de
similarité a montré un regroupement des individus par espece de mollusque, démontrant
une composition spécifique. Par ailleurs, la comparaison du dendrogramme représentant
la topologie des communautés bactériennes par individus avec I'arbre phylogénétique
des hotes suggere un patron de phylosymbiose. Autrement dit, il nous a été possible de
superposer la phylogénie des mollusques avec la composition de leur microbiote
bactérien. Ces résultats nous ont permis de conclure que I'héte a un fort impact sur la

structuration des communautés microbiennes.

Afin, cette fois, d'analyser I'effet de I'environnement sur cetfte structuration, une
expérience de jardin commun a été menée, dans laquelle les individus de toutes les
souches précédentes ont été maintenus un mois dans un bac commun. L'analyse du
microbiote bactérien de ces individus a confirmé une structuration fortement corrélée &
I'néte, suggérant que I'effet de ce dernier sur la composition des communautés

bactériennes est plus fort que celui de I'environnement.

Ces différents résultats ont été rassemblés sous forme d'article qui a été accepté dans le

journal Frontiers in Microbiology (voirll. C. 2.).
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B. glabrata
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Abstract:

The importance of the microbiota in host-parasite interactions has taken a deeper interest
recently. Microbiota has to be considered as a third partner playing a central role in these
interactions. Biomphalaria glabrata is the vector snail of the trematode Schistosoma mansoni,
the agent of human schistosomiasis causing hundreds of thousands of deaths every year. How
snail microbiota is affected in such host-parasite interaction following infection remains
unstudied. Here, we analyse for the first time how the snail bacterial microbiota is affected or
modified by schistosoma infections. We used a massive 16s DNA sequencing approach
(MiSeq) to characterize the Biomphalaria bacterial microbiota at the individual level in naive
and infected snails. Sympatric and allopatric strains of parasites were used following infections
and re-infections to analyse the modification or dysbiosis of snail microbiota populations in
different host-parasite co-evolutionary contexts. Concomitantly, using RNAseq data, we
investigate the link between bacterial microbiota dysbiosis and snail anti-microbial immune
response. These investigations would have a central role in the understanding of
snail/schistosome interaction, and would have critical consequences in terms of snail control

strategies for fighting schistosomiasis disease in the field.

Key words: microbiota; bacteria; Biomphalaria snail; Schistosoma infection; immune

response; dyshiosis




Introduction:

Biomphalaria glabrata is a freshwater snail (Lophotrochozoan, Planorbidae), living in
inter-tropical regions more precisely in Latin America. It is found in rivers, ponds, waterways
or other freshwater impoundments. B. glabrata snails have important medical and
epidemiological impacts due to their role as the main vector of Schistosoma mansoni
(Lophotrochozoan, Platyhelminth, trematoda), the agent of intestinal schistosomiasis.
Schistosomiasis is the second most widespread human parasitic disease after malaria affecting
over 200 million people worldwide and causing 200 000 deaths annually (WHO 2010). The
Schistosoma adult parasites mate in the human host venous system. Female worms produced
eggs that came across endothelial mesenteric vessels and intestinal epithelium to reach faeces
and finally the aquatic environment. Into fresh water, eggs hatched and released miracida,
the free-living snail-infective parasite stage. At this step of its life cycle the miracidium needs
to infect the fresh water snail B. glabrata. Into snail tissues, intensive asexual multiplication
occurs and leads to the continuous production of hundreds of generations of cercariae, the

free-living human-infective parasite stage.

Nowadays, there is no effective vaccine and the treatment for schistosomiasis relies on a
single chemotherapeutic treatment, the Praziquantel (Doenhoff, Hagan et al. 2009), against
which resistances have been observed (Fallon and Doenhoff 1994). Molluscicides have been
also used to impair Schistosoma transmission in the field. However, the dramatic effects of
molluscicides on natural environments are prompting us to seek new ways to prevent and /
or control such parasitic disease in the field (Tennessen, Théron et al. 2015). To meet this goal,
we considered that a better understanding of the interaction between Biomphalaria glabrata
snails and Schistosoma mansoni and the abiotic or biotic factors affecting such interaction

might constitute an interesting approach to find alternative control strategies.

In this context, we have conducted numerous studies on immunological interactions between
the snail and the parasite (Mitta, Galinier et al. 2005, Bouchut, Roger et al. 2008, Moné, Ribou
et al. 2011, Coustau, Gourbal et al. 2015, Galinier, Roger et al. 2017, Mitta, Gourbal et al.
2017). We have demonstrated that the nature of the snail immune response depends on the
type of interactions and influenced by both the host and the parasite intrinsic capacities. In
compatible or incompatible interactions, parasites developed normally in snail tissue or were

encapsulated by hemocytes (the snail immune cells), respectively (Mone, Gourbal et al. 2010,




Mitta, Adema et al. 2012, Coustau, Gourbal et al. 2015) (Fig. 1). During a sympatric interaction,
an immunosuppression is observed while an activation of the immune response is set up
during an allopatric interaction (Portet, Pinaud et al. 2018). Following primo-infection and
successive challenges, a shift from a cellular immune response toward a humoral immune
response has been described (Pinaud, Portela et al. 2016) (fig. 1). Moreover, abiotic
environmental factors can also modify the snail immune response and change the interaction
issue. For example, an increase in temperature leads to a modification of the snail
susceptibility towards the S. mansoni parasite (Ittiprasert and Knight 2012, Knight, Elhelu et
al. 2015).
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Fig. 1: Experimental protocol

Finally concerning biotic factors, several studies have shown that microbiota can influence the

host / pathogen interaction and/or the host immunity and this within several respects.




The host microbiota can play a role in pre-conditioning immunity. Indeed, in Aedes sp., the
midgut microbiota elicits a basal immune activity of mosquito immunity (Ramirez, Souza-Neto
et al. 2012), by activating mostly, the Toll pathways (Xi, Ramirez et al. 2008). In Anopheles
gambiae, the microbiota is known to naturally limit malaria transmission, inducing a wide
antimicrobial immune response (Gendrin 2017). Moreover, the bacteria Enterobacter which
is part of the microbiota was shown to produce reactive oxygen species (ROS) against
pathogens (Cirimotich, Dong et al. 2011). Again in Anopheles sp., the endosymbiotic bacteria
Wolbachia leads to an induction of immune genes, like TEP1 (Thioester-containing protein 1),
LRIM1 (Leucine-Rich Immune Molecule 1) or defensin 1 (Joshi, Pan et al. 2017). In drosophila,
the bacterial microbiota is necessary to produce the Pvf2 factor, during stimulations (Sansone,
Cohen et al. 2015). In the tick Ixodes scapularis the secreted protein, PIXR, inhibits the
bacterial biofilm formation and protect the gut microbiota composition, its inactivation
impairs the microbiota homeostasis and increases and facilitates the colonization by Borrelia
burgdorferi, the Lyme disease agent (Narasimhan, Schuijt et al. 2017). The microbiota may
also play a role in host immune shaping. For example, in Anopheles gambiae, an unspecific
priming based on hemocyte differentiation, naturally induced by the gut microbiota is
observed when Plasmodium disrupts the barriers that normally prevent the gut microbiota
from coming in direct contact with epithelial cells (Rodrigues, Brayner et al. 2010). Similarly,
the gut microbiota is necessary for immune priming in Tribolium castaneum and efficient
response against Bacillus thuringiensis bv. tenebrionis (Futo, Armitage et al. 2015). Finally, the
host immunity can influence the tolerance or can control the microbiota. In drosophila for
example, the intestinal homeobox gene Caudal regulates the commensal-gut mutualism by
repressing nuclear factor kappa B-dependent antimicrobial peptide genes (Ryu, Kim et al.
2008). In Hydra, the innate immune sensors and effectors protect not only against pathogens
but also control microbiota homeostasis (Augustin, Fraune et al. 2010). Moreover, host
specific antimicrobial peptides (Fraune, Augustin et al. 2010, Franzenburg, Fraune et al. 2012)
and a rich repertoire of pattern recognition receptors (Bosch 2013) are involved in maintaining
homoeostasis between animal and the resident beneficial microbiota. Recently, it was also
demonstrated that a bactericidal permeability-increasing proteins (BPls) of the squid
Euprymna scolopes play different defensive roles to modulate interactions with the squid’s

symbiont, Vibrio fischeri, which colonizes light organ crypt epithelia (Chen, Krasity et al. 2017).




However, to our knowledge no studies have been carried out to analyse the tripartite
interaction between the host, its microbiota and the parasite in Biomphalaria glabrata /

Schistosoma mansoni interactions.

Until now few studies have been conducted on Biomphalaria glabrata snails to
characterize their bacterial microbiota (Ducklow, Boyle et al. 1979, Silva, Melo et al. 2013).
The aerobic heterotrophic cultivable flora of 200 snails has been investigated on Agar-Petri-
dishes (Ducklow, Boyle et al. 1979). Five predominant bacteria genera including Pseudomonas,
Acinetobacter, Aeromonas, Vibrios and Enterobacteria have been identified. In a more recent
study, the Biomphalaria glabrata bacterial microbiota has been characterized using 16S rRNA
sequencing (Silva, Melo et al. 2013) but only on predominant taxa grown in culture. In addition
to the 5 genera previously identified, 6 additional bacteria genera were found: Citrobacter,
Cupriavidus, Rhizobium, Stenotrophomonas, Klebsiella and Sphingomonas. In addition,
resistant and susceptible phenotypes of Biomphalaria snails have been shown to influence
diversity and composition of bacterial microbiota. The relative abundances of Gemmatimonas
aurantiaca and Micavibrio aeruginosavorus seemed to be affected. This observation supports
the hypothesis that resistance against Schistosoma parasite main influence snail microbial

communities (Allan, Tennessen et al. 2018).

However, no studies have depicted changes in bacterial microbiota communities in
Biomphalaria snails following Schistosoma infections. The aim of the present study was thus
to investigate the inter-individual structure of microbiota in snail populations as well as
investigating the influence of various immune stimulations on the host microbiota
composition and dynamic following Schistosoma infections. To reach this goal, we realised a
global characterization of the bacterial microbiota of naive Biomphalaria glabrata snails using
16S rDNA metabarcoding. Then, we analysed changes in microbiota composition following
parasite infections with sympatric and allopatric S. mansoni isolates, or following primo-
infection and challenge with homologous or heterologous parasite strains. A highly contrasted
snail immune response occurs following such various snail/parasite interactions, thus we
concomitantly analysed the snail immune response using a massive sequencing transcriptomic

approach (RNAseq), to infer their consequences in terms of microbiota modifications.




Materials and Methods:

Ethical statements

Our laboratory holds permit # A66040 for experiments on animals, which was obtained from
the French Ministry of Agriculture and Fisheries and the French Ministry of National Education,
Research, and Technology. The housing, breeding, and care of the utilized animals followed
the ethical requirements of our country. The experimenter possesses an official certificate for
animal experimentation from both of the above-listed French ministries (Decree # 87—-848,
October 19, 1987). The various protocols used in this study have been approved by the French
veterinary agency of the DRAAF Languedoc-Roussillon (Direction Régionale de I'Alimentation,

de I'Agriculture et de la Forét), Montpellier, France (authorization # 007083).
Biological Materials

In this study, we used a single strain for the host snail, the albino Brazilian strain of
Biomphalaria glabrata (BgBRE) and two strains for the trematode parasite Schistosoma
mansoni: a Brazilian strain (SmBRE, for sympatric infection) and a Venezuelan strain (SmVEN,
for allopatric infection). The Brazilian strains of snail and parasite originate from the locality
of Recife; the Venezuelan parasite strain was recovered from the locality of Guacara. All host
and parasite strains were maintained in the laboratory on their sympatric snail hosts. The
snails were reared in constant temperature at 26°C and fed only with washed salad every 3
days. During experiments, snails were not fed 24 hours before the DNA extraction for

metabarcoding analysis.
Experimental Infections (fig. 1)

In order to decipher the inter-individual structure of snail microbiota as well as investigate the
influence of different snail immune stimulations on its microbiota structure and dynamics we
conducted a complex experimental infection protocol (Fig. 1); using naive snail BgBRE and

infected snail BgBRE by SmBRE or SmVEN parasites.

Briefly, snails were primo-infected with two parasite strains and either they are individually
recovered at 1, 4 and 25 days after infection or challenged with similar parasite strains and
individually recovered at 1, 4 days after challenge (Fig. 1). For all experimental infections, the

snails were individually exposed for 12h to 10 miracidia in 5mL of pond water, thereafter snails




were turn back to water tanks and separated accordingly to the parasite strain and infection

conditions.
- Microbiota analysis

We performed a primo-infection of 63 BgBRE snails with either SMBRE (sympatric, 49 snails)
or SmVEN (allopatric, 14 snails) strains. Then, 25 days after the primo-infection, we re-infected
a subset (28 snails) of SmBRE-infected snails with either SmBRE (14 snails) or SmVEN (14

snails).

To examine the effect of primo-infection on the snail microbiota, we took 7 whole-snails for
each infection samples on days 1 (groups BB1 and BV1; the second letter refers to the Sm
strain origin used for prim-infection), 4 (BB4 and BV4), and 25 (BB25, no SmVEN-infected snails
were sampled on day 25) after the infection. Similarly, we sampled 7 whole-snails on day 1
(BBB1 and BBV1; the third letter refers to the Sm strain origin used for challenge) and day 4
(BBB4 and BBV4) after the challenge. In addition, we used 6 naive snails collected at the
beginning of the experiment (BO) and 6 naive snails collected at the time of challenge (i.e. day
25, B25) as controls to establish if the bacterial communities of naive BgBRE snails were stables

in our breeding and rearing laboratory conditions.
- Host antimicrobial immune response

We performed a primo-infection of 180 BgBRE snails with either SmBRE (sympatric, 140 snails)
or SmVEN (allopatric, 40 snails). Then, 25 days after infection, we re-infected a subset (80
snails) of SmBRE-infected snails with either SmBRE (40 snails) (homologous challenge) or

SmVEN (40 snails) (heterologous challenge).

To study the primo-infection transcriptomic immune response of the snail, we took 20 snails
pooled for each infection samples on days 1 (BB1 and BV1), 4 (BB4 and BV4), 25 (BB25). After
the challenge, we sampled 20 snails in each condition (1 and 4 days), equimolar amounts for
each experimental groups were joined together into a single sample (BBB and BBV). In
addition, we used 2 pools of 30 naive snails (B0.1 and B0.2) to establish the basal snail

transcriptomic activity.
DNA Extraction

Immediately after sampling, shell snails were cleaned with alcohol and the hemolymph was




extracted from the head-foot according to standard procedures (Sminia and Barendsen 1980)
and individually recovered in Eppendorf tube. Shell snails were removed and total snails were
individually with its hemolymph frozen in liquid nitrogen and ground. The total DNA was
extracted with DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) according to the manufacturer's
protocol. The DNA quantification was performed by Qubit 2.0 Fluorometer, using dsRNA BR
Assay kit. Individual 16S rDNA amplicon libraries were generated using the 341F
(CCTACGGGNGGCWGCAG) and 805R (GACTACHVGGGTATCTAATCC) primers targeting the
variable V3-V4 loops (Klindworth et al., 2012). Paired-end sequencing with 250 bp read length
was performed on the lllumina MiSeq sequencing system (GenomeQuébec, Montréal,

Québec, Canada) using the v2 chemistry according to the manufacturer’s protocol.
RNA Extraction

Immediately after sampling, snail shells were cleaned with alcohol and removed, then snails
are pooled by infection conditions. Total RNA was extracted using TRIZOL (Sigma Life Science,
USA) according to the manufacturer’s instructions. Sequencing was performed in paired-end
72-bp read lengths, using an lllumina Genome Analyzer Il (MGX-Montpellier GenomiX,

Montpellier, France).
Microbiota Analysis

- Data analysis of 16S sequences

The FROGS pipeline (Find Rapidly OTU with Galaxy Solution) implemented on a galaxy
instance (http://sigenae-workbench.toulouse.inra.fr/galaxy/) was used for data processing
(Escudié, Auer et al. 2017) Briefly, paired reads were merged using FLASH (Magoc¢ & Salzberg,
2011). After denoising and primer/adapters removal with cutadapt (Martin, 2011), de novo
clustering was done using SWARM, which uses a local clustering threshold, with aggregation
distance d=3 after denoising. Chimeras were removed using VSEARCH (Rognes, Flouri, Nichols,
Quince, & Mahé, 2016) . We filtered out the singletons and performed taxonomic assignment

using Blast+ against the Silva database (release 128, sept 2016).

All statistical analyses were done using R v3.3.1 (R: a language and environment for
statistical computing, 2008; R Development Core Team, R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria [http://www.R-project.org]). We used the phyloseq R package for

community composition analysis (McMurdie & Holmes, 2013) to infer alpha diversity metrics




as well as beta diversity (between sample distance) from the identified OTUs. Community
similarity was assessed by Principal Coordinate Analysis (PCoA) using the Bray-Curtis distance

matrices.

We performed a Mann Withney U test (p<0.05) to compare alpha diversity and one-way
PERMANOVA with a Benjamini & Hochberg post-hoc to compare beta diversity metrics

between groups of samples. For all analyses, the threshold significance level was set at 0.05.

- Analysis of core-microbiota

We defined the core-microbiota as the set of bacterial groups that were present in all naive
snails. To determine which families belong to core-microbiota, we made a pivot table from
the OTUs and the taxa ones, and we conserved only OTU families that were present in 100%
of the naive individuals excluding unknown or multi-affiliations at lower taxonomic ranks
(Table S1). Once the OTUs selected we recovered the abundance of each of these families to
establish the composition of the core-microbiota.

To check if the core-microbiota is affected by infection, we compared the abundance of core
families between infected snails and naive conditions with a one-way PERMANOVA with a
Benjamini & Hochberg post-hoc. Conditions with significant differences (p<0.05) were noted.
Moreover, a frequency test was realised to determine which specific families were affected
during infection. Families with significant differences (p<0.05) were noted. The number of
significantly differentially represented families at each sampling day (1, 4 and 25 days after
primo infections and 1, 4 days after challenges) was calculated to examine the temporal
variability during the course of infection.

Transcriptome analysis of antimicrobial immune response
- Antimicrobial response transcriptome

An antimicrobial transcriptome was constituted with transcripts known to be involved in
Biomphalaria immune response against bacteria (antimicrobial peptides: Biomphamacin or
antimicrobial proteins: LBP/BPI and Achacin; see Table S2 for details). These transcripts were
recovered from GenBank and the Biomphalaria genome (Adema, Hillier et al. 2017) as full-
length sequences. This antimicrobial transcriptome was then added with concatenate
datasets tools on a Galaxy server with the Biomphalaria transcriptome de novo assembled in

the laboratory (see (Dheilly, Duval et al. 2015, Pinaud, Portela et al. 2016, Galinier, Roger et




al. 2017) for details). Before concatenation a Blastn (70 % identity and 90% coverage) was
conducted to identify the similar transcripts between both transcriptomes, and then discarded
from the de-novo assembled transcriptome to avoid any mapping error and bias for read

counts using Bowtie2.
- Differential expression analysis

High-quality reads (Phred score >29) were aligned to the concatenated transcriptome using
Bowtie2 (v.2.0.2), which was run locally on a Galaxy server. The DESeq2 (v2.12) R package was
used to identify differential expression levels between uninfected (B0.1 and B0.2) and infected

conditions (p value < 0.05).
Results:

Biomphalaria microbiota characterization

To examine the stability of naive snail microbiota, we first inspected the microbiota diversity
and composition in the control naive snails. We found no significant differences between the
BO and B25 snails in any of the alpha diversity indices (Table S3).At the phylum level, individual
naive snails at BO and B25 time points show little inter-individual variability and a stable
composition over time (fig. 2A), with Proteobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria and
Planctomycetes phyla being the most represented (Fig 2A). Therefore, the bacterial
microbiota of naive BgBRE snails seems to have a considerable temporal and inter-individual

stability in our laboratory rearing conditions (fig. 2B).
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Fig. 2: Biomphalaria glabrata microbiota characterization: Characterisation of the Biomphalaria bacterial

microbiota of six naive snails recovered at the start of experimentation (B0.1; B0.2; B0.3; B0.4; BO.5 and B0.6)
and 6 naive snails recovered 25 days after the start of experimentation (B25.1; B25.2; B25.3; B25.4; B25.5 and
B25.6). A. Phylum level composition of the 20 most abundant OTUs phyla among the 12 naive snails. B. The Venn
diagram represents the number of the 97 OTUs families which shared between the 6 naive snails at BO (left Venn

diagram), and between the 6 naive snails at B25 (right Venn diagram).

In terms of composition, we observed that 67 (69%) and 86 (89%) out of 97 OTU
families were shared by BO and B25 naive snails respectively (fig. 2B). Those results were used
to determine the core microbiota. Core microbiota is defined as the most abundant OTU
families that were present in 100% of the naive snails. In this respect, 62 out of 97 OTU families
were identified in all naive individual snails, constituting the B. glabrata core-microbiota (S7
and S8 Table). This core microbiota represents 92.5% and 69.6% of the OTU families of BO and

B25 respectively.




Microbiota dynamics following Biomphalaria infections by S. mansoni

After establishing the stability of naive Biomphalaria bacterial microbiota, we next
investigated whether Schistosoma mansoni infections affected the microbiota composition,

structure and dynamic.

To investigate the influence of parasite infections on the bacterial microbiota communities,
we then analysed microbiota dynamic following sympatric or allopatric primo-infections and

homologous or heterologous challenges (fig. 1).

We did not observe any significant changes in alpha diversity during the course of primo-
infection compared to naive snails, excepted a decrease of the Shannon diversity index at four
days after sympatric infection (Fig. 3, Table S3, Mann-Whitney U test: Table S4). Conversely,
all indices changed significantly following homologous or heterologous challenges (Fig. 3,
Table S3, Table S4). Indeed, the observed species richness (Mann-Whitney U test, p=0.002),
the Chao 1 richness index (Mann-Whitney U test, p=0.006), Shannon diversity index
(p=0.0004) and Piélou evenness index (Mann-Whitney U test, p=0.009) were significantly
reduced following such immune challenges compared to naive and primo-infected snails (Fig.
3, Table S3, Table S4). However, 4 days after heterologous challenge changes in the microbiota
alpha diversity appeared not significant (Fig.3). This observation may indicate that microbiota
richness and diversity tends to turns similar to naive snails few days after infection (Fig. 3,
Table S4). The alpha diversity seemed to be mainly affected by the challenge whichever
homologous or heterologous. Primo-infection did not affect significantly the microbiota alpha
diversity except for the sympatric parasite 4 days after infection. To conclude, homologous
SmBRE and heterologous SmVEN challenge infections resulted in greater changes in

microbiota alpha diversity compared to all the other experimental infections tested.
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As stated above for alpha diversity, Principal Coordinate Analysis (PCoA) of beta diversity on

Bray-Curtis dissimilarity between samples revealed that BB25 samples groups with the naive

snail samples (B0 and B25) separately from the other infected-snail samples (Fig. 4A, S5 Table).

All the infection conditions tested were separated along the first or the second axis from the

naive and BB25 snails (Fig.4A). Although the BB25 sample was still significantly different from

the naive snail samples, it suggests that the snail microbiota is resilient to infection, with a

tendency to recover between day 4 and day 25 after the primo-infection turning similar but

not identical to naive snails (Fig. 4A). Analysis of Bray-Curtis dissimilarity index revealed a

significant difference between naive and primo-infected samples (p=0.001) and also between

naive and challenged samples (p=0.001) (S5 Table). Concerning infection samples, all the Bray-

'



Curtis dissimilarity index values were significantly different from each other except, BB1

versus BB4 and BBB1 versus BBV1 (S5 Table).
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Moreover, the samples from day 1 and day 4 after infection were separated along the first
axis (Fig. 4A). This axis separated also day 1 after primo infection samples (BB1, BV1) from day
1 after challenge samples (BBB1, BBV1) and from day 4 infection samples (BB4, BV4, BBB4,
BBV4) (Fig. 4A). These results indicate that the snail microbiota response to the infection
depend on the type of infection sympatric or allopatric primo-infection or challenge or to the
kinetic of infection (day 1 vs day 4). Interestingly greater changes in microbiota communities
is observed at day1 after infection, the first axis separate the primo-infection (BB1, BV1) from
the challenge (BBB1, BBV1) and the second axis separate the sympatric primo-infection (BB1)
from the allopatric primo-infection (BV1) (Fig. 4A). At day 4 after infection the samples tend
to group in the upper left corner of the PCoA demonstrating similarity between these samples

whichever the experimental infection conditions (Fig. 4A).

Moreover, we investigate the OTUs phyla dynamic following infections, some phyla increase
and other decrease consistently following the experimental infections tested (Fig. 4B). The
Tenericutes increase after infection and more specifically at day 1 after challenges. The
Verrucomicrobia increase following allopatric primo-infection and homologous /
heterologous challenges principally at day 4 after infection (Fig. 4B). Interestingly the
Verrucomicrobia remained highly represented in BB25 snail sample, appearing as the main
difference compared to naive snail microbiota community composition (Fig. 4B). The
Planctomycetes decrease after sympatric primo-infection while the Cyanobacteria decrease
after allopatric primo-infection. Interestingly both phyla decrease similarly after homologous

and heterologous challenges (Fig. 4B).

To conclude, at day 1 after infection we observe the strongest microbiota community
dysbiosis. Some bacterial communities increase following sympatric primo-infection and
others increase following allopatric primo-infection. Interestingly, dysbiosis observed
following challenges looks very similar whichever homologous or heterologous (i.e., no

significant differences between BBB1 and BBV1 were observed) (S5 Table).

Finally, we then focused on the core microbiota dynamics during infections. Similarly, to the
entire microbiota, the core-microbiota composed of 62 families was affected by the type of
infection (naive vs primo-infection (p=0.003) and naive vs challenge (p=0.003)), by the time of
infection (early vs late) (p=0.006) and also by the strain of parasite used for infection (SmBRE

vs SMVEN) (p=0.016) (S6 Table). Principal Coordinate Analysis (PCoA) of beta diversity on Bray-




Curtis dissimilarity has been done for the core microbiota families (Fig. S1) and it is quite

superimposable to the PCoA of the entire microbiota beta diversity (Fig. 4A).

In addition, we observed that the 69.4% (43 families) of the core microbiota was significantly
affected by infections, among them 6.5% (4 families) were affected in all conditions compared
to control (S7 Table) and interestingly grouped into the main represented families (S8 Table).
Nineteen families (30.6%) were never affected by the infection (S7 Table). Those families
belong to the less represented ones excepts the Xanthomonadeceae that are one of the most
represented families (7" more represented family, see S8 Table). Further 32.6% (14 families)
of the core-microbiota responded solely to the primo-infection and 4.7% (2 families) to the
challenge (S7 Table). In the same way 20.9% (9 families) of the core-microbiota was affected
early after infection (1 day) and 7% later (3 families) (4 days). Finally, 23.3% (10 families) are
affected by the SmBRE infection and 9.3% (4 families) by the SmVEN infection (S7 Table).

Link between the microbiota dysbiosis and Biomphalaria snail’s antimicrobial immune

response.

Using RNAseq data the expression of the antimicrobial peptides and antimicrobial proteins
have been investigated following sympatric or allopatric primo-infection and homologous or
heterologous challenges (Fig. 5 and Fig. S2). Two genes of achacin, 5 genes of
Lipopolysaccharide-binding protein / Bactericidal Permeability-Increasing protein (LBP/PBI),
and 5 genes of biomphamacins have been selected based on the Biomphalaria glabrata
genome annotation (Adema, Hillier et al. 2017). The LBP/BPI 3.1 and 3.2 were over-expressed
at 25 days after infection and following the challenges compared to naive snails, while all other
genes were under-expressed in all conditions (Fig. S2). The achacins were under-expressed
following sympatric primo-infection, at day 25 after primo-infection and following challenges
(Fig. S2). No changes in expression were observed following allopatric primo-infection
compared to naive snails (Fig. S2). Finally, the AMP biomphamacins 1, 4, 5 and 6 were over-
expressed throughout infections except for BV1 and BB25 (Fig.6). The biomphamacin 3 was
mainly under-expressed except at BV4 and BBB where no differential expressions have been

detected compared to naive snails (Fig. 5).
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Fig. 5: Differential gene expression of Biomphamacin antimicrobial peptides: Log2FC (fold change) of
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Based on our observations of microbiota dysbiosis, changes in expression of antimicrobial
molecules were expected to occur following primo-infections and challenges and not for BB25,
where resilience of microbiota communities has been described. In this context, the LBP/BPI
and achacin seemed not to be correlated with dysbiosis; while both remained highly down
regulated even at BB25 (Fig. S2). All biomphamacins, except the biomphamacin 3, were over-
expressed after infection, from day 1 in BB infection and day 4 in BV infection and for
homologous or heterologous challenges (BBB and BBV). Moreover, Biomphamacins 1,4, 5, 6

were not differentially expressed at BB25 (Fig. 5) and thus correlate thinly with dysbiosis.

Discussion:

An intimate interaction between the microbiota, the host immunity and pathogens has been
revealed in many vertebrate and invertebrate models. Following an infection by a pathogen,
the host displays a specific or adapted immune response against the intruder. This activation
of the immune response may affect the microbiota community structure. Two hypotheses

have been proposed to explain this intricate dialogue between the host and its microbiota




through the host immune system. The first hypothesis proposed that the host immune system
ensures constant pressure on the microbiota and thus constrains its composition permanently
(Hooper, Littman et al. 2012). Indeed, the resident bacterial microbiota may profoundly shape
the host immunity and conversely the host immune system may play a role to maintain the
homeostasis between resident microbial communities (Hooper, Littman et al. 2012). Adaptive
immunity have been also demonstrated to regulate gut microbiota composition and diversity
(Zhang, Sparks et al. 2015). In this context, any changes in host immune response toward
potential infections would resulted in immune constrains on microbiota communities and thus
in changes in microbiota diversity and composition. The second hypothesis is linked to the
antigenic discontinuity theory, and proposed that the immune system reacts to a strong
variation of antigens detected, for example following an infection, but would be tolerant for
weak and continuous antigenic immune stimulations experienced during a lifespan (Pradeu
and Eric 2014). In this context, one would expect that no host immune response toward
installed and/or stable bacterial microbiota communities would be observed. Thus, the
activation of the immune response against intruders would potentially not results in drastic
changes in microbiota communities. However, ost of these theories were proposed based on
work conducted on vertebrate models and especially mammals. To fill this gap, we thus
investigated herein the interaction between the host, the bacterial microbiota and the
immune system in an invertebrate model. We chose the model involving the gastropod snail
Biomphalaria glabrata and its trematode parasite Schistosoma mansoni. Depending on the
past evolutionary history between snails and schistosomes, different immune responses
against S. mansoni have been observed. We showed recently that in a sympatric interaction,
the parasite was adapted to its host and induced a strong immunosuppression, whereas in an
allopatric interaction the host cellular immune response is potently activated (Portet, Pinaud
et al. 2018). Moreover, in innate immune memory, a cellular immune response was observed
following primo-infection, but a humoral immune response was observed following challenges
(Pinaud, Portela et al. 2016). Thus using S. mansoni infections, we were able in the present
study to induce different immune stresses, i.e., immunosuppression with sympatric parasite
strain, immune cellular response activation with allopatric parasite strain, and a humoral
immune response activation following challenges with homologous or heterologous parasite
strains. Following such various immune stimulations, we then analysed the microbiota

bacterial community composition and diversity.




We studied non-cultivable bacterial microbiota using a 16S rDNA metabarcoding
approach on whole snail extracts. The first step of this analysis was to characterize the
microbiota community structure in naive Biomphalaria glabrata snails. The bacterial
microbiota of BgBRE has a temporal and inter-individual stability (Fig. 2), that was useful to
identify and characterize the core microbiota shared by all naive individual Biomphalaria
glabrata snails and analyse changes in core microbiota composition following infections (S7

and S8 Table).

First, studying the global bacterial microbiota community of Biomphalaria snails, we showed
that the bacterial alpha diversity was not modified following primo-infection whatever the
parasite strains or the time point of infection (Fig. 3, S3 Table). Decrease of the alpha diversity
is observed exclusively following challenge infection, highlighted by a decrease in diversity and
specie richness (Fig. 3, S3 Table). Concerning the beta-diversity, primo-infection and challenge
strongly affected the bacterial OTU composition (Fig. 4). Totally different immunobiological
interactions between the snail Biomphalaria glabarata and its parasite Schistosoma mansoni
resulted in totally different microbiota dysbiosis (Fig. 4). One day after infection, the activation
of a cellular immune response in allopatric interaction, the immunosuppression occurring in
sympatric interaction (Portet et al 2018 BioRxiv) or the humoral immune response activated
following homologous or heterologous challenges (Pinaud, Portela et al. 2016) affected the
bacterial community in a totally different manner. Interestingly, homologous and
heterologous challenges that both activated a similar humoral immune response resulted in
an identical change of microbiota alpha and beta diversity (Fig. 3, S3 Table, Fig. 4). Then, four
days after infections, regardless of experimental conditions, the microbiota dysbiosis
remained strong compared to naive snails, but changes in bacterial community composition
appeared more similar, as BB4, BV4, BBB4 and BBV4 are grouped in the PCoA (see Fig. 4). This
observation suggested a resilience of the bacterial communities following a first stress of
infection (Fig. 4). This observation seems to be confirmed by the results obtained following
primo-infection, as most of the OTUs affected following primo-infection, turned similar to
naive snails at day 25 after infection (Fig. 4). However, the Verrucomicrobia phylum remained
highly represented in infected snail microbiota at day 25 after primo-infection (Fig. 4B).
Interestingly, some microbiota species belonging to Verrucomicrobia have been recently

proposed as a hallmark of healthy gut due to its anti-inflammatory and immunostimulant




properties and its ability to improve gut barrier function (Fujio-Vejar, Vasquez et al. 2017).
Verrucomicrobia would thus potentially participate in microbiota community restauration and
would thus being maintained highly represented in infected snail microbiota community.
Moreover, similar expansion of Verrucomicrobia phylum has been demonstrated in the gut
microbiota of S. mansoni-infected mice, arguing for an overall central functional role of
Verrucomicrobia in Schistosoma infection processes in their definitive as well as in their

intermediate hosts (Jenkins, Peachey et al. 2018).

Given that infections affect the microbiota structure, we explored the antimicrobial
immune response following infection to find potential explanations of the observed
microbiota dysbiosis (Fig. 5 and Fig. S2). We analysed more specifically antimicrobial peptides
(AMP) and antimicrobial proteins and we demonstrated that exclusively the AMP belonging
to biomphamacin family may potentially affects the microbiota communities. Indeed, our
results suggest that even if antimicrobial families can be involved in complex process of
regulation or of control of microbiota communities, solely the biomphamacins AMP family
members displayed a specific pattern of regulation that can be correlated with the observed
dysbiosis of Biomphalaria bacterial communities (Fig. 5). It has been yet shown in some
models that the immune system is a key determinant of host-associated bacterial
communities, and more precisely that species-specific antimicrobial peptides can shape
species-specific bacterial associations in Hydra (Franzenburg, Walter et al. 2013). Other
immune pathways have been also demonstrated to regulate or control the microbiota
communities, like the intestinal homeo-box gene Caudal in Drosophila (Ryu, Kim et al. 2008),
or neuropeptides with antibacterial activity which are secreted to shape the microbiome on
the body surface of Hydra (Augustin, Schroder et al. 2017), even host lectins were also

demonstrated to stabilize microbiota communities (Dinh, Farinholt et al. 2018).

Thus, if a biotic stress (i.e. an infection) modifies the expression of the antimicrobial peptides
or other immune related pathways, an effect on the microbiota communities can be expected.
Our first results seem to indicate that we have in B. glabrata a regulation of the bacterial
communities by the immune system. Based on the hypothesis proposed by Hooper and
collaborators (Hooper and Macpherson 2010, Hooper, Littman et al. 2012) the immune
system maintain permanently the endosymbiotic microbial communities in a physiological

threshold compatible with their functional role as symbionts. Thus following an infection, the




immune system is diverted from its function of managing the microbiota and consequently
the bacterial communities were deeply affected in their composition and diversity. When the
immune response stopped and returned to a basal level the microbiota is again under-control
and resilience can be observed (Hooper and Macpherson 2010, Hooper, Littman et al. 2012).
This is exactly what we observed in the present study, indeed between 4 and 25 days after the
primo-infection the microbiota composition turns similar to the microbiota of uninfected
control snails (Fig. 4). In this context, the microbiota dysbiosis would be a consequence of the
infection and of the activation of the immune system against an intruder or a modification of

the host physiological status.

In this context, we paid also a particular attention to the core-microbiota. Given the various
ways to define core microbiota, we considered exclusively the persistent occurrence of the
bacterial community in naive Biomphalaria glabrata snails (Astudillo-Garcia, Bell James et al.
2017). Similarly, to the entire microbiota, the core-microbiota was affected by the type of
infection (naive vs challenge), by the time of infection (1-day vs 4-days) and also by the strain
of parasite used for infection (SMBRE vs SmVEN) (S6 Table). Beta diversity on Bray-Curtis
dissimilarity is also affected and this similar to the entire microbiota beta diversity (Fig. S1 and
Fig. 4A). Thus immunosuppression or the activation of the immune response seemed also to
affect greatly the core microbiota. Core microbiota is known to have functional relevance.
Indeed, the long-term stability and persistent occurrence of beneficial microbes and their
associated functions ensure host health and well-being to maintain host functionality and
fitness toward changing ecological environment or environmental stress (Nyholm and McFall-
Ngai 2004, Lozupone, Stombaugh et al. 2012, McFall-Ngai, Hadfield et al. 2013). On the one
hand, one can propose that following infection, the immune system was no longer able to
maintain the core microbiota homeostasis that results in changes in microbiota composition
and structure. On the other hand, microbiota dysbiosis would have consequently strong

effects on the host homeostasis.

These changes in microbiota composition appeared as predictive or consecutive to the
infection? Changes in microbiota composition is the results of the activation of specific
bacterial communities that may participate in anti-pathogen response or just a collateral

effect of the activation of the immune response against metazoan parasite infection. This




guestion will deserve further investigation. We can propose for example to test S. mansoni
prevalence and intensity in experimental infections of Biomphalaria glabrata snails following
antibiotic treatments or microbiota transfers. In this specific interaction between the snail
Biomphalaria glabrata and Schistosoma mansoni, the agent of Schistosomiasis disease, it
would be now essential to determine if microbiota bacterial communities may have an impact
on the parasite transmission. This consideration would be of central importance in terms of
disease transmission and in finding new ways to control the expansion of this widespread

human parasitic disease in the field.
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Supplementary material

Fig. S1: Core Microbiota analysis: Modifications of the bacterial core microbiota of Biomphalaria glabrata
following Schistosoma primo-infection and challenge. After a one-way Permanova with a Benjamini &
Hochberg post-hoc, a frequency test was realised to determine which specific families were affected during
infection. A. Proportion of OTU Families affected by infection are represented by colour circles. The Venn
diagram shows more precisely the specific impact of infections on the OTU families partially influenced. B.
Heatmap corresponding to all core microbiota with clustering on Familiy modification patterns between

conditions. The scale of red correspond to ratio between naive condition and each point of infection.

Fig. S2: Differential gene expression of LBP/BPI and Achacin antimicrobial protein families: Log2FC (fold
change) of antimicrobial immune transcripts between naive and infected snails inferred from previous
RNAseq analysis on the same experiment. A positive Log2 fold-change indicates over-expression in infected
snails compared to the naive snails. Antimicrobial protein families: LBP/BPIs (Lipopolysaccharide-binding
protein / Bactericidal Permeability-Increasing protein) consisting of 5 genes (in blue) and achacins consisting

of 2 genes (in orange).
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Abstract

Planorbidae snails are the intermediate host for the trematode parasite of the Schistosoma genus
which is responsible for schistosomiasis, a disease that affects both humans and cattle. The
microbiota for Schistosoma has already been described as having an affect on host/parasite
interactions, specifically through immunological interactions. Here we sought to characterize
the microbiota composition of seven Planorbidae species and strains. Individual snail
microbiota was determined using 16S rDNA amplicon sequencing. The bacterial composition
was highly specific to host strain with limited inter-individual variation. In addition, it displayed
complete congruence with host phylogeny, revealing a phylosymbiosis pattern. These results
were confirmed in common garden, suggesting that the host highly constrains microbial
composition. This study presents the first comparison of bacterial communities between several
intermediate snail hosts of Schistosoma parasites, paving the way for further studies on the
understanding of this tripartite interaction.

1 Introduction

A microbiota consists of microbial communities in association with a host. Here, we defined
the microbiota as all microorganisms involved in a long lasting interaction with a host,
excluding parasites and pathogen microorganisms (Bordenstein & Theis, 2015). The microbiota
is involved in numerous functions, including nutrition (McCutcheon et al., 2009), development
(Fraune & Bosch, 2010; McFall-Ngai, 2002), reproduction (Perlman et al., 2008; Werren et al.,
2008) and immunity (Hahn & Dheilly, 2016; Lee & Mazmanian, 2010). For example, the
bacterial microbiota of the mosquito gut is involved in the immune response of its host against
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DENV pathogen virus, through direct inhibition of the virus towards bacterial metabolites as
well as through indirect effects by stimulating its basal immunity (Saraiva et al., 2016). This
illustrates the importance of considering microbiota in host-pathogen interactions. Numerous
studies have already explored the factors shaping microbiota composition in several models and
highlighted the role of neutral processes (Burns et al., 2015), environment (Roder et al., 2015),
host genetic background (Brucker & Bordenstein, 2011) or host physiology/immunity (Chu &
Mazmanian, 2013; Hahn & Dheilly, 2016). Results from these studies demonstrate the effect
of the host immune system in microbiota homeostasis. In Hydra, the nature and combination of
antimicrobial peptides belonging to the arminin family are involved in the species-specificity
of host microbial communities that follow host phylogeny (Franzenburg et al., 2013).

Here, we characterized the microbiota of several genera of Planorbidae, a family of freshwater
snails. These snails are the intermediate hosts for the parasite Schistosoma spp., a genus of
trematode parasites which develop asexually in the snails before infecting vertebrates where
sexual reproduction takes place. Human Schistosoma species, mainly S. mansoni, S.
haematobium and S. japonicum, infect about 250 million people (Hotez et al., 2014) annually,
and each year, more than 200 000 people die as a result of the infection worldwide (WHO,
2019). While Biomphalaria glabrata and Biomphalaria pfeifferi snails can be infected with
Schistosoma mansoni (responsible for human intestinal schistosomiasis), Planorbarius
metidjensis is responsible for the transmission of S. bovis, and Bulinus truncatus snails are
natural hosts for S. bovis as well as S. haematobium (agent of the human urinary
schistosomiasis). Interestingly, it has been shown that within the B. glabrata species, some
strains can be completely refractory to infection depending on the parasite strain, a phenomenon
called compatibility polymorphism (Galinier et al., 2017; Theron et al., 2014). These snail-
parasite interactions, resulting from coevolution dynamics, reflect differences in host immune
capacities or differences in immunobiological interactions between different host-parasite
combinations.

The snail immune response in this interaction is complex with a specificity according to the
parasite strain (Portela et al., 2013). Indeed, snails immune effectors and receptors seem to be
specific to the parasite and the type (cellular or humoral) and efficiency of immune response is
linked to the infection type (primo-infection or challenge (homologous or heterologous)
(Pinaud et al., 2016). A shift in microbiota composition following an infection was observed
after an immune challenge, where humoral immunity took place (Portet et al., 2018). This
highlights the importance of further in-depth studies of the relationship between the host’s
immune and vectorial capacities and its microbiota composition. To do this, it is essential to
first characterize the factors that shape microbial communities and their host specificity.

To identify the effect of host identity in bacterial microbiota composition, we used 16S rDNA
amplicon sequencing to analyse the bacterial communities at the individual level (10 to 15
samples per condition/strain) for six snail strains: four different strains of Biomphalaria
glabrata, one strain of Biomphalaria pfeifferi, one strain of Planorbarius metidjensis, and one
strain of Bulinus truncatus. Our results provided the first characterization of microbiota for
several strains of molluscs, the intermediate hosts of the Schistosoma sp. parasite.

2 Material & Methods

21 Rearing conditions
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2.1.1 Individual tank experiment

To determine the bacterial microbiota composition and specificity, we used four strains of
Biomphalaria glabrata, one from Guadeloupe (B. gla GH2), two from Brazil (B. gla BAR2 and
B. gla BREZ2) and one experimentally selected for reduced compatibility to different S. mansoni
parasite strains (B. gla BS902) (Theron et al., 2014). In addition, Biomphalaria pfeifferi (Oman)
as well as another Planorbinae genus, Planorbarius metidjensis (Spain), and a Planorbidae non-
Planorbinae species, Bulinus truncatus (Spain) were used (Table 1).

Table 1 : Origin of snail strains used in this study

Species Strain Strain code Strain origin
Biomphalaria . . L
glabrata BAR2 B. gla BAR2 Belo Horizonte, Brazil (G. Oliveira, 2013)
Biomphalaria : . .
glabrata BRE?2 B. gla BRE2 Recife, Brazil (A. Théron, 1975)
Biomphalaria GH2 B. gla GH2 Dans Fond, Guadeloupe (2005)
glabrata
Biomphalaria :
glabrata BS902 B. gla BS902 Salvador, Brazil (1960)
Blomphale}rla / B. pfe Anakhar, Oman (H. Moné, G. Mone, 2015)
pfeifferi
Planpr'barl'us / P. met Salamanca, Spain (S. Mas-Coma, 2014)
metidjensis
Bulinus truncatus / B. tru Almeria, Spain (A. Olega, 2015)

All strains were reared in the same conditions: 20 individuals of each strain were maintained in
separate tanks (3L) and fasted one week before sampling to avoid changes in microbiota
composition associated with diet. Snail shell size (diameter 7-8 mm), which is directly
correlated to age, was similar for each experimental group.

2.1.2 Common garden experiment

Thirty molluscs of each strain were maintained for two months within the same 8L tank, where
perforated baskets separating the strains were used in order to avoid mixing and potential
antagonistic interactions, but which favoured the potential exchange of microbiota as they were
reared in the same tank. Molluscs were fed with lettuce every 2 days (and fasted one week
before sampling) and 50% of the water was renewed weekly.

2.2 Sampling

The mollusc shells were cleaned with cotton buds soaked in bleach (to avoid transfer of
contaminants), and molluscs were then removed from the shell by dissection and flash-frozen
individually in liquid nitrogen before being kept at -80°C until DNA extraction. DNA
extraction and sequencing
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DNA was extracted with the Nucleospin® tissue extraction kit from Macherey-Nagel and
quantified with Qubit 2.0 Fluorometer following the procedure described in the Qubit™
dsDNA HS Assay Kit, to check its purity and yield.

For samples with highest DNA vyield and quality (11 to 15 depending on snail strains for
individual tank experiment, and 10 per strain for the common garden experiment, Table S1),
16S rRNA gene (V3-V4 regions) (Klindworth et al., 2013) libraries were generated using PCR
primers 341F (5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3?) and 805R (3’-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-5") following the standard Illumina two-step procedure.
Libraries were paired-end sequenced with 250 bp read length on three different flow cells using
the MiSeq system (lllumina) at the Géenome Québec Innovation Centre, McGill University
Montréal, Canada. A blank sample was sequenced in each of the three runs but as very few
sequences were obtained, this dataset was not further analyzed.

2.3  Analysis of 16S sequences

The FROGS (Find Rapidly OTU with Galaxy Solution) pipeline implemented on a galaxy
instance (http:// sigenae-workbench.toulouse.inra.fr/galaxy/) was used for data processing
(Escudié¢ et al., 2017). In brief, paired reads were merged using FLASH (Mago¢ & Salzberg,
2011). After denoising and primers/adapters removal with CUTADAPT (Martin, 2011), de
novo clustering was performed using SWARM with a local clustering threshold (Mahé et al.,
2014), with aggregation distance d = 3 after denoising. Chimeras were removed using
VSEARCH (Rognes et al.,, 2016). We filtered the dataset for singletons and performed
affiliation using Blast+ against the Silva database (release 128, September 2016) for 16S rRNA
gene amplicons. Finally, OTU tables were produced in a standard BIOM format for subsequent
analyses.

We then used the packages phyloseq 1.24.2 (Mcmurdie & Holmes, 2013) and vegan 2.5-4
(Oksanen et al., 2018) with RStudio (R Core Team (2017). Sample B. gla BRE _JC_7 had too
low coverage (155 reads) and was thus discarded from subsequent analyses. Non-bacterial
sequences as well as singletons remaining after all the secondary filtering steps were discarded
from the dataset. We rarefied the data according to the sample with fewer sequence numbers
(18299 reads for the Individual Experiment and 15969 reads for the Common Garden) in order
to normalize for sequencing coverage. We characterized the beta-diversity dissimilarities using
Principal Coordinates Analyses (PCoA) and Hierarchical Clustering on Bray-Curtis distance
matrix (ranging from 0 for identical communities to 1 for completely different communities).

2.4 Core microbiota

To determine the core microbiota, which is the most stable part of the microbiota, we identified
the families and genera that were either present in 100% of individuals or absent from a
maximum of one individual for each strain, and represented at least 0.5% of sequences for each
strain.

2.5 Snail phylogeny

Phylogenetic analysis was performed using 28S rRNA gene sequences from the NCBI database
(B. glabrata: AF435694.1, B. pfeifferi: MG461588.1, P. metidjensis: AF435671.1 and B.
truncatus: AF435659.1). The 28S rRNA gene sequence of a Physidae species, Physa sp.
(Egypt) (sister family of the Planorbidae) was used as an outgroup (AF435654.1). The
sequences were aligned using MUSCLE (v3.8.31) and the tree was reconstructed using the
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maximum likelihood method implemented in the PhyML program (v3.1/3.0 aLRT) with 500
bootstraps on http://www.phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008; Dereeper et al., 2010).

2.6 Statistical analyses

We analysed the variance due to host effect on dissimilarity matrices using Permutational
Multivariate Analysis of Variance (PERMANOVA). PERMANOVA were done with 999
permutations. For all analyses, the threshold significance level was set at 0.05.

We used an indicator value index and 999 permutations (multipatt, {indicspecies}) (Caceres
and Legendre 2009) to identify OTUs associated with the different host species.
P-values were corrected for multiple comparisons using Benjamini and Hochberg’s method
(Benjamini and Hochberg 1995) (p.adjust, {stats}).

3 Results

3.1 Bacterial composition

At the phylum level, the composition of bacteria was similar in all Biomphalaria samples
(Figure 1), with Proteobacteria being the predominant phylum for the different strains, in which
the Flavobacteriaceae, Rhodobacteraceae, Comamonadaceae and Xanthomonadacea families
were the most represented. This is consistent with the results found by Portet et al. (2018). P.
metidjensis composition also displayed a high proportion of Proteobacteria, in particular
Alphaproteobacteria, represented by Rhodobacteraceae (Table S1). In the case of B. truncatus,
more pronounced differences were visible at the phylum level, where Proteobacteria and
Tenericutes were dominant (Figure 1), with the latter represented mainly by
Mycoplasmataceae, and more specifically by the genus Mycoplasma (Table S1).

The core microbiota was determined as all bacterial families that were either present in 100%
of individuals or absent from a maximum of one individual. The core microbiota was composed
of 44 families, for all strains included (Table S2). The core microbiota composition varied
between strains; whereas seven bacterial families were common to all strains, where
Cloacibacterium (a Flavobacteriaceae genus) were found as part of the core microbiota in all
Biomphalaria strains and species, except for B. glabrata BS90, which was absent in the core
microbiota of P. metidjensis and B. truncatus.
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Flgure 1: Relative composmon for the eight most abundant phyla in the microbiota for each
strain of mollusc

3.2 Beta-diversity, ordination and clustering

An ordination using PCoA was performed on Bray-Curtis (BC) distance matrix to visualize the
similarities between individuals according to their bacterial composition (Figure 2). The first
two axes explained 30% of the variability observed. Individuals tended to group according to
host species. Biomphalaria strains were grouped at the exception of the B. glabrata BS902
strain. Individuals of the two other species, Planorbarius metidjensis and Bulinus truncatus
were separated from Biomphalaria individuals.

The hierarchical clustering analysis based on BC distance on the core microbiota confirmed a
grouping between individuals of the same strain or species. Moreover, the dendrogram of
bacterial communities reflected host phylogeny (Figure. 3). B. truncatus and P. metidjensis
were separated from Biomphalaria species, and B. pfeifferi was separated from B. glabrata
strains. The microbiota specificity according to host genetic background was confirmed by
Manova on Bray-Curtis dissimilarity matrix on core microbiota (p<0.001).

The core microbiota beta-diversity was analysed using the same approach with a PCoA
ordination based on the Bray-Curtis dissimilarity index (Figure. 3). Individuals belonging to
the same strain tend to cluster together and Biomphalaria strains were grouped, except for,
again, the BS902 strain. In addition, individuals from the two other species, Planorbarius
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metidjensis and Bulinus truncatus were separated from Biomphalaria individuals. This analysis
of the core microbiota composition confirmed the pattern obtained for the whole microbiota
with specific core microbiota associations for individuals belonging to the same phylogenetic
group (strain, species or genus), suggesting a phylosymbiosis pattern, driven by host species
among snail intermediate hosts of schistosomiasis.

We used indicator value index and permutation tests to identify OTUs significantly associated
with each host species. In average, each species had 37 specific OTUs belonging to 88 genera
(Table S3). Although the 88 genera were mostly (77%) specific of each host species, this
analysis highlighted that specific OTUs belonging to 5 genera (Pirellula, Planctomyces,
Candidates Odyssella, Mesorhizobium, and Pseudomonas) were found in more than 50% of
host species. Strikingly, specific OTUs from Mesorhizobium and Pseudomonas showed
identical distribution within host species (presence in BRE, BS90, Pfe, and Plan), suggesting
that these bacteria might cooperate within host microbiome.

MDS + BC

0.50 1

0.251
Strain
% B.glaBAR
B. glaBRE
4 B.glaGUA
s B.glaBS90
& B.pfe
4 P.met
B.tru

Axis.2 [15.1%]

0.001

—0’25 0 EID 0 "25 0 ;'-D
Axis.1 [17.3%]

Figure 2: Principal Coordinate Analysis (PCoA) on Bray-Curtis dissimilarity matrix for
bacterial microbiota composition. Each dot is an individual and each colour, a strain. The labels
are displayed at the barycentre.
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Figure 3: A) Hierarchical clustering based on Bray-Curtis dissimilarity matrix and Ward linkage
for OTUs of the core microbiota. Each colour represents a strain. B) Phylogenetic tree of host
species based on 28S rRNA gene sequence and using Maximum Likelihood with 500 bootstraps
(%) for node support. Physa sp. was used as an outgroup. The red numbers are the bootstrap
values for the nodes.

3.3 Common garden

Environmental conditions and/or host genetics can both affect microbiota composition. To
investigate the main key drivers for core microbiota composition, we performed an additional
experiment with all strains raised together in the same water for two months. However, we
couldn't include B. pfeifferi in this analysis because most individuals did not survive until the
end of the experiment as they escaped their basket and were predated.

(
| 110

'



The PCoA ordination revealed a similar microbiota specificity by strain to those observed in
the first experiment with a grouping by strain then species (Figure S1), as confirmed by Manova
analysis on host effect on Bray-Curtis dissimilarities between host strains (p<0.001).

4 Discussion

To understand the host effect in shaping microbiota in Planorbidae schistosomiasis vector
snails, we characterized the individual bacterial communities associated with several strains of
Biomphalaria glabrata, B. pfeifferi, P. metidjensis and B. truncatus snails. Working on
individuals reared in lab conditions favoured the control of most of the parameters that can
influence microbiota composition.

In the present study, the whole microbiota was characterized using 16S amplicon sequencing.
We identified 31207 OTUs among the six different snail strains. Most of OTUs were not
assigned to the species level and 63% were assigned to the genus level. This corresponds to the
limitation of the 16S VV3V4 marker resolution. In addition, the blast+-based pipeline we use for
taxonomic affiliation avoids false affiliation when a sequence matches with several sequences
in the database. If several blast results have identical scores for a given OTU, and these
taxonomies differ across hits, the OTU is set to “Multi-affiliation” (Escudié et al. 2017).

A few studies have characterized the cultivable flora of B. glabrata and have identified
Aeromonadaceae, Enterobacteriaceae, Moraxellaceae and Pseudomonadaceae as being the
most prevalent bacterial families in this species (Ducklow et al., 1979; Ducklow et al., 1981,
Silva et al., 2013). The dominant families described in the previous studies were also
represented in our dataset. However, the relative composition of microbiota at the phylum level
revealed that Proteobacteria were dominant for most of the different Biomphalaria strains,
represented by three main families: Rhodobacteraceae  (Alphaproteobacteria),
Commamonadaceae (Betaproteobacteria) and Xanthomonadaceae (Gammaproteobacteria).
Not all bacterial families can easily be cultivated; the MiSeq technology allows identifying the
whole bacterial diversity. Our results are consistent with those found for B. glabrata BRE
bacterial microbiota in Portet et al. (2018), in which these three families were the most abundant
of the core microbiota. The microbiota of a Guadeloupian strain of B. glabrata was also
described using a similar approach (Allan et al., 2018) and similarly, the dominant phyla were
Proteobacteria and Bacteroidetes.

Proteobacteria have been described as key factor in marine bivalve digestion, like the great
scallop Pecten maximus, as they are involved in the degradation of major alimentary
components contained in their diet (Lasa et al., 2016). This phylum is also dominant in other
molluscs, as is the case for oysters Crassostrea corteziensis, C. gigas and C. sikamea (Trabal
et al., 2012). As this is the first study to characterize the bacterial microbiota of B. glabrata
BS902, P. metidjensis, B. truncatus, it is not possible to compare with previous results and to
draw any definitive conclusions.

Interestingly, the bacterial families that comprise the core microbiota for each mollusc strain
were also among the most abundant taxa in the whole microbiota, which is consistent with
previous studies on this model (Portet et al., 2018). In corals, for example, the OTUs belonging
to core microbiota are among the rare taxa and are difficult to detect within the whole
microbiota (Ainsworth et al., 2015). Due to the high inter-individual variation, in some studies,
the core microbiota in the coral model was defined by OTUs present in a limited proportion of
individuals, 30% in Ainsworth et al. (2015) and 50% in Brener-Raffalli et al. (2018). In our
study, the most impressive case of high abundance in core taxa concerns B. truncatus, with the




Mycoplasmataceae family, and more precisely the Genus Mycoplasma, that represents more
than 47% of the whole microbiota. The Genus Mycoplasma was originally described as an
obligate vertebrate parasite and the causative agent of human genital and respiratory diseases
with a high tissue specificity (Razin et al., 1998). This genus has been described in other models
including algae and several invertebrates such as oysters (Clerissi et al., 2018; King et al.,
2012), abalone (Huang et al., 2010) and Sacoglossans (Davis et al., 2013). It has also been
described as being one of the most abundant microorganisms in the deep-sea bone-eating snail,
Rubyspira osteovora (Aronson et al., 2016). Its role in these organisms remains unclear but
some authors hypothesized that they may help with digestion (Aronson et al., 2016; Duperron
et al., 2012; Fraune & Zimmer, 2008), notably because of its presence in the digestive tract. In
the present study, bacteria belonging to the genus Cloacibacterium have been found in all
Biomphalaria strains and species, and C. haliotis has been described in another mollusc, the
sea snail Haliotis discus (Hyun et al., 2014).

The results of dissimilarity between strains revealed that the bacterial microbiota of B. truncatus
individuals was distinct from other species with most of the Bray-Curtis distance values ranging
between 0.8 and 0.99. The phylogenetic distance of this species from the others could explain
this difference. Indeed, this is the only species, in this study, belonging to Bulinae sub-family,
whereas all the others are classified in Planorbinae sub-family. Moreover, the bacterial
microbiota of this species seems to be very specific, as suggested by the high abundance of
Mycoplasma. Interestingly, individuals of the strain Bg BS90 also displayed strong
dissimilarities with the other species and even the other strains of B. glabrata, with most of the
dissimilarity values also ranging from 0.8 and 0.99.

As the different strains were maintained in separate tanks, we performed a common garden
experiment to circumvent potential biases due to mollusc maintenance and tested whether the
same microbial environment would lead to a homogeneous distribution of the bacterial
communities between snail strains. This result confirmed a specificity of the microbiota by
strain/species, suggesting that the importance of the host effect in microbiota composition is
higher than the effect of rearing conditions. The microbiota can nevertheless vary during the
host lifespan, with an initial recruitment of bacterial communities occurring during early
development. It would be interesting to test the possibility of microbiota transfers from the
environment in different developmental stages when the definitive flora is not yet fully
established. A recent study showed a loss of microbial communities from one generation to the
next in laboratory reared mosquitoes (Akorli et al., 2019), which presents another avenue for
our model to be further investigated.

In both individual and common garden experiments, almost every individual of each strain
grouped together in the dendrogram, supporting the specificity according to the host.
Additionally, the topology of microbiota dissimilarities was congruent with the mollusc
phylogeny, despite a limited number of strains but that covers species, genera and sub-families
of Planorbidae. This suggests a pattern of phylosymbiosis at the host species level among snail
intermediate hosts of schistosomiasis. This has already been described in other models, for both
vertebrates and invertebrates. In vertebrates, for example, a loose phylosymbiosis pattern was
identified between 44 species of coral reef fishes and their skin microbiota (Chiarello et al.,
2018), possibly related to a plasticity in the immune system. Host immune genes and other
factors like nutrient production by the host and vertical transmission have also been
hypothesized to explain phylosymbiosis between several populations of American pika,
Ochotona princeps (Kohl et al., 2017). For invertebrates, this pattern was shown in three
Nasonia species, in a controlled environment, with such a codiversification and coevolution
that there is a lethality of hybrids from a breed between two Nasonia species (Brucker &
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Bordenstein, 2013). This codiversification as a mechanism leading to phylosymbiosis has also
been hypothesized in a study comparing microbiota composition of 15 Cephalotes species
(Sanders et al., 2014), whereas it would not be the main driver of this phenomenon in corals, in
which phylosymbiosis would be led by other mechanisms like biogeography or host traits
(Pollock et al., 2018). Similar findings of phylosymbiosis driven by the host have been
identified between two different species of Hydra (Fraune & Bosch, 2007) and many studies
have shown that the host genetic background shape the microbiota in numerous models
(Chaston et al., 2016; Coon et al., 2016; Paniagua Voirol et al., 2018; Parker et al., 2017;
Sanchez-Cafizares et al., 2017). In our model, this correlation between host and microbiota
indicates that host phylogeny highly constrains the microbiota composition and structuration
(Brooks et al., 2016; Chiarello et al., 2018). However, this pattern may not be ubiquitous and a
few studies on Drosophila (Chandler et al., 2011), mosquitos (Osei-Poku et al., 2012) or flea
beetles (Kelley & Dobler, 2011) identified no correlation between host phylogeny and
microbiota composition. Nevertheless, we could not assess the phylosymbiosis pattern at a
lower phylogenetic level (i.e. the strain) as we cannot determine the genetic distance between
the different Biomphalaria glabrata strains because of inbreeding in the laboratory and high
differentiation between strains.

In our case, the phylosymbiosis pattern could not be considered as a hallmark of coevolution
because we focused on the whole bacterial community of a host, with very complex
interactions, and not on a specific symbiont. Here, we defined coevolution according to O'Brien
and collaborators (2019), as a "reciprocal evolution of [...] a broad range of interactions such
as predator-prey, host-symbiont and host-parasite interactions, or interactions among the
members of a community of organisms such as a host and its associated microbiome". O’Brien
et al. noticed that hosts and their symbiont phylogenies are often mirrored, which can be
interpreted as a parallel divergence called a codivergence. This codivergence has often led to
obligatory symbiosis, as is the case between pea aphids and bacteria from the genus Buchnera
(Baumann et al., 2006) and is notably found in mutualistic symbiosis (O’Brien et al., 2019). In
this case, the protagonists have a very close interaction, with participation in each other’s
physiological mechanisms.

We considered the phylosymbiosis pattern toThe host-microbiota specificity illustrates the high
interaction between the snails and their bacterial communities, suggesting a impact of the latter
on its host fitness toward several functions like nutrition, development, reproduction and
immunity. Given that, in this model, Planorbidae snails are intermediate hosts of Schistosoma
parasites, it would be interesting to study the tripartite interaction between the trematodes, the
molluscs and their microbiota.

Indeed, previous studies highlighted a variation in the compatibility phenotype between
different combinations of B. glabrata strains and S. mansoni parasites (Galinier et al., 2017;
Theron et al., 2014). Moreover, P. metidjensis and B. truncatus are not compatible with the
same Schistosoma species. This compatibility polymorphism can be seen as a hallmark of
differences in immune capacities. As the phylosymbiosis pattern suggests a strong link between
host and microbiota, the hypothesis of a relationship between the snails’ immune capacities and
the composition of their microbiota can be made.

The protective role of whole microbiota (or gut microbiota), has indeed been shown in
numerous models like the mosquitoes against dengue virus (Ramirez et al., 2012) or the honey
bees with the augmentation in antimicrobial peptide production (Li et al., 2017). Another
example is the microbiota of Dysdercus fasciatus that acts as a physical barrier to prevent the
entry or attachment of a parasite (Onchuru et al., 2018). Chiu and collaborators (2017) also
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reviewed several examples of microbiota actions against pathogens, such as slowing or
preventing the entry, installation, development and expansion of pathogens. In some models,
the microbiota has a direct effect against their hosts' pathogens, producing effectors like ROS
(Cirimotich et al., 2011), or an indirect effect, promoting some immune pathway. Concerning
the interaction between Planorbidae and Schistosoma, the immune mechanisms have been well
studied, however, there are very few informations concerning the tripartite interactions. Some
immune genes located in a Guadeloupe resistance to parasite complex (GRC) region have been
shown previously to contribute in shaping microbiota (Allan et al., 2018) highlighting a link
between microbiota composition and host immunity.

The present study highlighted a strong host-microbiota specificity, which confirms the link
between host genetics, immune capacity and microbiota composition. However, more
information are needed to understand if there is a direct or indirect impact of microbiota on the
host-parasite interaction.

The interaction between microorganisms and the host immune system can be complex. The
microbiota stability can be affected upon parasite primo-infestation and challenge suggesting a
tight control of immune system on bacterial composition (Portet et al., 2018). The next step
will be to compare the microbiota dynamics during an infection Kinetic with several
host/parasite combinations with different immunobiological interactions. Although a shift in
microbiota composition during an infection associated with changes in snail immune gene
expression was clearly established according to the host/parasite combination
(sympatric/allopatric) (Portet et al., 2018), further studies are needed to clarify the link between
microbiota and snail host immunity. Phylosymbiosis pattern is a hallmark of tight interactions
between host and microbiota, suggesting the role of microbial communities on different host
physiological functions, including immunity. This study thus paves the way for future studies
to decipher the role of microbiota in host fitness, including the development and transmission
of parasites.
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ll. Chapitre 2 : Dynamique du microbiote au
cours d'une cinétique d'infestation

La dynamique du microbiote de la souche brésilienne BgBRE a été analysée au cours
d'une infestation parasitaire, dans une étude alaquelle je suis associée (Portet et al., 2018).
Pour cela, nous avons choisi d'observer les variations des communautés bactéeriennes
dans une interaction sympatrique (souche de parasite du Brési, SmBRE) et allopatrique
(souche de parasite du Venezuela, SmMVEN), toutes deux présentant le méme profil de
forte compatibilité (100% de prévalence). La comparaison de ces deux combinaisons est
intéressante car elles engendrent une réponse immunitaire différente : une forte
immunosuppression (inhibition de la réponse immunitaire) est induite lors d'une infestation
sympatrique, alors que le parasite allopatrique engendre une réponse inefficace (Portet
et al., 2019). Aprés un premier contact entre les mollusques et les parasites (primo-
infestation), nous avons testé les effets sur le microbiote d'une réponse, cette fois,
exclusivement humorale. Pour cela, nous avons mis les individus primo-infestés & nouveau
en contact avec des parasites (challenge immunitaire), cette fois uniquement avec la
souche sympatrique de parasite (Portet et al., 2018). Dans le cas d'une réinfestation, la
réponse immunitaire induite a été démontrée comme étant humorale, que linfestation
soit homologue (Méme souche utilisé pour la premiere et la seconde infestation) ou
hétérologue (souche différente que pour la premiere infestation) (Pinaud et al., 2016;
Portet et al., 2019).

Lorsgu'une réponse immunitaire est induite, le niveau basal de I'immunité des mollusques
est modifié. Or, si I'nypothése de Hooper est exacte et que I'immunité de I'nbéte maintient
I'noméostasie du microbiote (Hooper et al., 2012), alors ce demier sera perturbé, les
communautés & I'état naif seront différentes en condition d'infestation. Lors de
limmunosuppression, engendrée par linfestation de la souche sympatrique, le niveau
basal de I'immunité de I'néte est, & aussi, modifié. Les communautés bactériennes seront

alors modifiées, dans le cas d'un contréle de I'noméostasie par I'hote.

Les résultats obtenus lors de cette étude ont montré que le microbiote était affecté par

les différents types d'infestation. Cependant, la primo-infestation et le challenge induisent
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des dysbioses différentes, qui refletent des réponses immunitaires différentes
(immunosuppression/réponse cellulaire vs réponse humorale). Selon de précédents
travaux, les deux types de challenge (homologue et hétérologue) induisent tous deux une
réponse humorale similaire (Pinaud et al., 2016; Portet et al., 2019), et justement, I'étude
concernant la dynamique du microbiote au cours d'une infestation a souligné des
changements identiques de composition microbienne quel que soit le type de challenge
(Portet et al., 2018). Nous avons également remarqué une résilience du microbiote 25 jours
apres l'infestation, & I'exception de certains phyla. En effet, les Verrucomicrobia étaient
foujours plus abondants 25 jours post-infestation, en comparaison avec les naifs. Ce
phylum a été récemment décrit comme ayant des propriétés anti-inflammatoire et
immuno-stimulatrices (Fujio-Vejar et al., 2017). Nous avons donc émis I'nypothese que leur
forte abondance pourrait éfre liee a la restauration du microbiote (Portet ef al., 2018).
Vingt-cing jours apres l'infestation, la réponse est terminée et l'immunité revient a I'état
basal. Cette résilience du microbiote coincide justement avec ce retour & I'état basal, ce
qui suggere fortement que son homéostasie est bel et bien contrélée par I'néte. La
modification du niveau immunitaire basal et ses conséguences sur le maintien de
I'noméostasie du microbiote pourraient également engendrer des conséquences sur

I'noméostasie de I'ndte et sa fitness (Contijoch et al., 2019; Warne et al., 2019).

Le niveau d'expression de genes codants pour des protéines et peptides antimicrobiens a
été analysé, afin de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la dysbiose
observée. Seule la famille des Biomphamacines semble potentiellement liée & la réponse
du microbiote face & une infestation. Si I'on considére comme vraie I'nypothése du
maintien de 'noméostasie parl'hdte, alors ces AMP pourraient justement jouer un réle dans
ce maintien, et c'estla variation dans leur niveau d'expression qui induirait la dysbiose. Par
ailleurs, le contréle de I'noméostasie du microbiote par des AMP a déja été démontré dans
différents modéeles, dont notamment les hydres sécretant des arminines (Franzenburg et
al., 2013). Cependant, il est probable que d'autres genes et processus immunitaires sont
impliqgués dans cette homéostasie, une étude plus approfondie des variations du niveau
d'expression de plusieurs genes impliqués dans l'immunité est donc nécessaire. Nous avons
justement & disposition des transcriptomes qui vont nous permettre d'approfondirl’analyse
des profils d'expression de différents genes candidats impliqués dans la réponse

immunitaire.

Cette étude a ouvert la voie d la description de la dynamique du microbiote bactérien
au cours d'une cinétique d'infestation, dans des combinaisons sympatriques et

dllopatriques. En revanche, il n'existe, d notre connaissance, encore aucun travail ayant
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décrit cette dynamique en comparant des combinaisons hdte/parasite présentant
différents niveaux de compatibilité. L'un des axes de ma thése a donc consisté a étudier
la réponse du microbiote dans ce contexte, afin d'analyser I'impact des infestations
parasitaires plus ou moins compatibles, et d'ouvrir de nouvelles perspectives concernant
le lien entre le microbiote et le phénotype de compatibilité entre B. glabrata et son

parasite au fravers de la réponse immunitaire.

Pour cet axe, je me suis intéressée d la méme problématique que I'étude précédente, en
faisant cette fois varier les souches de mollusques et de parasites, de sorte & analyser la
dynamigue du microbiote dans plusieurs combinaisons sympafriques/allopatriques, aux
profils de compatibilité contrastés. La mise en regard des résultats obtenus avec les
différentes réponses immunitaires (immunosuppression pour sympatriques ; prolifération
cellulaires pour allopatriques) induites permettra une meilleure compréhension du réle de
I'ndte sur le maintien de I'homéostasie du microbiote. L'analyse des résultats permettra

d'aborder le lien entre le microbiote et la compatibilité des combinaisons.
1. Plan d’expérimentation

a) Infestation et échantillonnage

Trois souches de mollusques ont été choisies pour I'étude de la dynamigue du microbiote :

- Lasouche BgBRE (Recife, Brésil, par A. Théron, 1975) permettant une comparaison
avec les travaux précédents (Portet et al., 2018),

- La souche BgBAR (Belo Horizonte, Brésil, par G. Oliveira, 2013)) dont les profils de
compatibilités avec les différentes souches de parasite sont plus restreints que la
précédente,

- La souche BgBS90 (Salvador, Brazil 1960) qui a été expérimentalement
sélectionnée, dont le phénotype de compatibilité est encore plus restreint que
BgBAR et dont le microbiote naif differe de celui des autres souches de B. glabrata,

d'apres les résultats obtenus dans la premiére partie.

En tout, 560 individus par souches, de diameétre compris entre 5 et 7 mm, ont été maintenus
en bacs contenant de I'eau de forage. Ces 560 individus par souche ont été séparés en
quatre groupes pour les souches BgBRE et BGBAR : 140 ont été infestés avec 10 larves des

souches SmBRE, SmLE (souches de parasites respectivement sympatriques des
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mollusques), et SMGH2. Les 140 restants ont été gardés naifs comme contrdles négatifs.
Les individus de BgBS90 ont été, eux, séparés en trois groupes : 140 ont été infestés avec
la souche SMBRE et 280 avec la souche SmLE car la compatibilité de cette combinaison
est de 50%, nous nous sommes donc assurés d'avoir un échantillonnage d'individus infestés
équivalent pour toutes les souches Nous ne disposons pas de parasites considérés comme
sympatriques a la souche BgBS90. Ces différentes souches présentent un profil théorique
de compatibilité différent (voir Figure 7, 1. B.), nous permettant ainsi d'étudierla dynamique
du microbiote au cours d'une cinétique d'infestation dans des combinaisons

sympaftriques/allopatriques et compatibles/incompatibles.

Pour cela, les mollusques ont été placés individuellement dans des piluliers, en présence
des parasites pendant 24h, puis placés dans des bacs séparés par condition. Avant
chague point de prélévement, ils ont été mis & jeun 48h par retrait de la salade et
changement de I'eau des bacs, puis, une fois les échantillons prélevés, les individus restant

étaient nourris.

Le jour de l'infestation, 12 individus naifs ont été prélevés pour chaque souche de
mollusques, en nettoyant la coquille au préalable avec un coton-fige imbibé d'eau de
Javel, en les retirant de la coquille et en les congelant individuellement dans de 'azote
liquide puis en les conservant a -80°C jusqu'a extraction. L'échantillonnage s'est ensuite
fait sur six points de cinétique : 24h, 48h, 96h, 7 jours, 15 jours et 25 jours post infestation. A
chaqgue fois, 12 individus contrdles par souche ont été prélevés ainsi que 14 individus de
chague combinaison hote/parasite. De méme, & chague point de prélévement, 500mL
de I'eau des bacs ont été prélevés (complétés apres préleévement par 500mL d'eau de
forage) puis filtrés & 45, 10, 0.8 et 0.2um. L’ADN des échantillons a ensuite été extrait selon

le protocole de de Lorgeril et al. (in prep.).

b) Statut d’infestation des mollusques

Afin de vérifier la prévalence des différentes combinaisons, les individus restant aprés le
dernier point d'échantillonnage ont été maintenus jusqu’a émission cercarienne (40 jours
post-infestation). Les individus ont alors été placés individuellement dans des piluliers sous
la lumiere chauffante pour que les larves cercaires émergent de la coquille. Les
prévalences obtenues ont été comparées aux théoriques (Galinier et al., 2017a ; Théron
et al., 2014).

c) Extraction d'ADN 16S et sequencage

L'ADN a été extrait avec le kit d'extracton Nucleospin® tissue (Macherey-Nagel) puis

quantifié par photofluorescence (Epoch®) pour vérifier sa pureté et son rendement.
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Pour tous les échantillons, des bibliothéques du gene 16S rRNA (régions V3-V4) (Klindworth
et al, 2013) ont été générées en Utliisant les amorces PCR 341F (5'-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3') et 805R (3'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-5') selon la
procédure en deux étapes standard d'lllumina. Les bibliothéques ont été séquencées en
"paired-ends" avec une longueur de read de 250 pb, sur deux différentes flow cells en
utilisant le systéme MiSeq (lllumina) de la plateforme GenSeq, a I'Université des Sciences

de Monftpellier.

d) Analyses des sequences 16S

La pipeline FROGS (Find Rapidly OTU with Galaxy Solution) implémentée a galaxy (http://
sigenae-workbench.toulouse.inra.fr/galaxy/) a été utilisée pour le traitement des données
(Escudié et al., 2017). En bref, les reads en "paired-ends" ont été assemblés avec FLASH
(Mago¢ & Salzberg, 2011), puis, apres le débruitage et le retrait des amorces et des
adaptateurs avec CUTADAPT (M. Martin, 2011), un clustering de novo a été fait avec
SWARM, qui utilise un seuil local de clustering avec une distance d'agrégation de d = 3
aprées le débruitage (Mahé et al., 2014). Les chiméres ont été retirées avec VSEARCH
(Rognes et al., 2016) puis le jeu de données a été filiré pour retirer les singletons. Une
affiliation a alors été faite avec Blast+ en utilisant la base de données Silva (version 128,
Septembre 2016) pour les amplicons du géne 16S rRNA. Enfin, des tables d'OTUs ont été

produites au format BIOM pour la suite des analyses.

Les packages phyloseq 1.24.2 (Mcmurdie & Holmes, 2013) et vegan 2.5-4 (Oksanen et al.,
2019) avec RStudio (R Core Team (2017). Les séquences non-bactériennes ainsi que les
singletons ont été éliminés du jeu de données. Les données ont ensuite été raréfiées (au
nombre de reads minimum pour chague condition comparée), puis les dissimilarités de
beta-diversité ont été caractérisées en faisant des PCoA (Analyses en Coordonnées
Principales) et des Clustering Hiérarchiques surla matrice de distance de Bray-Curtis (allant
de 0 pour les individus aux communautés identiques & 1 pour ceux dont les communautés

sont différentes).

e) Analyses statistiques

La dynamique des communautés bactériennes entre les différentes conditions a été
déterminée grGce aux matrices de disimilarité, en utfilisant des PERMANOVA
(Permutational Multivariate Analysis Of Variance) avec 999 permutations. Pour toutes les

analyses, le niveau de significativité a été placé a 0,05.
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2. Résultats

a) Prévalences et choix des combinaisons

Afin de nous assurer du statut d'infestation de nos échantillons, et étant donné que
I'élevage a été renouvelé il y a quelques temps, nous avons maintenu des individus de
chaque condition jusqu'a émission cercarienne, soit 40 jours apres infestation. Les

pourcentages d'individus infestés ont alors été calculés et reportés dans le tableau 3.

Les résultats ont révélé des différences entre prévalence attendue et prévalence
observée, (Theron et al., 2014). En effet, bien que certaines prévalences restent
equivalentes a celles aftendues (comme les combinaisons BgBRE/SmBRE ou
BgBS?0/SMmBRE), certaines sont completement différentes. C'est le cas de la combinaison
entre les mollusques BgBAR et les parasites SmMBRE, combinaison frés incompatible &
l'origine qui, & présent, est compatible & 57,5%. De méme, la seule souche de parasite
(SmLE) qui arrivait a s'établir dans la moitié des individus de BgBS?0 a aujourd'hui une
compatibilité de moins de 15% (Tableau 3). Ces deux combinaisons au phénotype de
compatibilité trés différent de celui attendu, et dont la détermination du statut

d'infestation sera frés compliquée, ont donc été exclues des analyses.

Ces différences peuvent étre liées au fait que les attendues ont été calculées selon des
infestations & 20 miracidia alors que les observées ont été calculées avec 10. Cependant,
on pourrait s'attendre d ce que toutes les prévalences soient, dans ce cas, plus faibles
chez les observées, ce qui n'est pas le cas, notamment dans la combinaison
BgBAR/SMBRE. Il se peut donc que les souches de mollusques de remplacement, lors du
renouvellement de I'élevage, aient des profils de compatibilité différents et qu'il soit
nécessaire de les déterminer les profils de compatibilité de chaque combinaison du

laboratoire.

Tableau 3 : Comparaison des prévalences attendues et observées dans des combinaisons héte/parasite
différentes (la souche de parasite sympatrique de la souche de mollusque est indiquée en gras)

SmBRE 100% 95%
BgBRE SmLE 100% 100%
SMGH?2 5% 0%
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BOBAR

BS90

SMBRE

SmLE

SmGH?2

SMBRE

SmLE

Dynamique du microbiote

10%

100%

0%

0%

53%

57.5%

87%

5,6%

0%

14,7%

La comparaison de la composition du microbiote a I'état naif a révélé des différences

entre les souches de mollusques, ce qui est cohérent avec les résultats obtenus dans le

premier axe (voir Il. C. 2.). En effet, la PCoA d'aprés I'indice de Bray-Curtis montre que

chaque souche est séparée des autres (Figure 12), suggérant une spécificité du

microbiote allant jusqu’d la souche de B. glabrata.

les individus de chaque souche sont séparés des autres d'apres le

0.4

0.2

Axis.2 [16.4%]
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& B.glaBRENone J0O
& B.glaBSNoneJ0

-0.2

U,‘O
Axis.1 [39.7%]
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Figure 12: Analyse en Coordonnées Principales (PCoA) sur la matrice de dissimilarité de Bray-Curtis pour
la composition du microbiote bactérien a I'état naif. Chaque point est un individu, chaque couleur une
souche. Les noms sont placés au niveau du barycentre.

L'analyse de la dynamigque du microbiote au cours de la cinétigue d'infestation, pour

chaque souche a mis plusieurs choses en avant. Tout d'abord, concernant les souches

BgBAR et BOBRE, une forte dysbiose est observée aux temps précoces aprées I'infestation
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(24-48h) (Figure 13). La composition du microbiote est alors drastiguement modifiée en

comparaison 4 celui des individus naifs.
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Figure 13 : Analyse en Coordonnées Principales (PCoA) sur la matrice de dissimilarité de Bray-Curtis pour
la composition du microbiote bactérien au cours d'une dynamique d'infestation chez a) BgBAR et b)

BgBRE, infestées par plusieurs souches de parasites.
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Axis.2 [10.7%)

-0.251

Aux temps intermédiaires, entre 96 heures et sept jours, le microbiote est & nouveau
modifié pour revenir & une composition proche de celle a I'état naif. Cet état de
« résilience » se rapproche de celui qui a été observé dans I'étude précédente, bien qu'il
soit plus précoce (Portet et al., 2018). Ces modifications de la composition du microbiote
se produisent quelle que soit le parasite utilisé pour I'infestation il n'y a pas d’effet souche

(Figure 13).

En ce qui concerne la souche BgBS90, les résultats sont trés différents. Aucun patron n'a
pu étre observé avec aucune séparation claire entre les différents pas de temps ou entre

les individus naifs et les individus infestés (Figure 14).

0501

Condition
y B.glaBS None JO
2 B.glaBS Sm.BRE 24H
& B.glaBS Sm.BRE 48H
4 B.glaBS Sm.BRE 96H
B. glaBS Sm. BRE J7

-0.25 025

0.00
Axis. 1 [25%)
Figure 14 : Analyse en Coordonnées Principales (PCoA) sur la matrice de dissimilarité de Bray-Curtis pour
la composition du microbiote bactérien au cours d’'une dynamique d’infestation chez BgBS90, infestée
par SmBRE.

Cesrésultats sont intéressants, sachant que la souche BgBS90 est particuliere puisque c'est
celle qui présente le profil le plus incompatible, quelle que soit la souche de parasite avec
laguelle elle est infestée.Lorsque I'on s'intéresse a la composition relative du microbiote
des différentes souches, on s'apercoit que la famille des Proteobacteria, qui représente
moins de 50% a |'état ndif, prolifere aux temps précoces post-infestation (24-48h),
correspondant & la dysbiose observée (Figure 15 a) et b)). La proportion de ce phylum
bactérien revient ensuite a environ 50% du microbiote total, ce qui s'accorde avec I'état

de « résilience » observée surla PCoA.
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Phylum
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Figure 15 : Composition relative des huit phyla dominants dans les trois souches de mollusques a) BgBAR,
b) BgBRE et c) BgBS?0, au cours de la cinétique d'infestation. Chaque couleur correspond & un phylum,
chaque barre correspond & un individu.

Abundance
Abundance
g

Concernantla souche BgBS?0, la proportion de Proteobacteria al'état naif est plus élevée
que celui des deux autres souches, allant jusqu’a environ 75% de la charge bactérienne
totale (Figure 15 c)). Ces proportions sont conservées au cours de la cinétique
d'infestation, aux temps précoces et intermédiaires, ce qui est cohérent avec I'absence
de séparation des individus par conditions surla PCoA. Il est envisageable que des familles
bactériennes appartenant d ce phylum soit impliquées dans la résistance anti-
schistosome. Ceci justifierait que la souche la plus incompatible en présente une
proportion élevée dés I'état naif, qui ne varie donc pas en conditions d'infestation. De
plus, la prolifération des Porteobacteria au temps précoces de I'infestation chez BgBRE et
BgBAR, soit au moment ouU la réponse immunitaire est & son paroxysme, pourrait corroborer
I'hypothese de leur implication dans cetfte réponse immunitaire. Le pic de la réponse
immunitaire aux temps précoces pourrait également justifier la dysbiose observée chez
BgBAR et BgBRE. En effet, siI'on considere la théorie de Hooper selon laquelle le systeme
immunitaire appliue une pression constante sur le microbiote (Hooper et al., 2012), la
mise en place de la réponse anti-schistosome modifierait I'noméostasie. La pression
appliguée sur le microbiote serait alors modifiée, permettant la prolifération de certains
taxa. Le retour a un niveau basal de I'immunité correspondrait alors & la « résilience » du

microbiote aux temps intermédiaires. Ceci pourrait correspondre aux schémas de la
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composition du microbiote observé chez BgBAR et BgBRE. Concernant BgBS?0 qui ne suit
pas le méme schéma, il est envisageable que la réponse immunitaire mise en place soit
moins forte mais plus efficace, ou plus spécifique aux parasites, ce qui expliquerait
I'absence de modification drastique de la composition bactérienne au cours de la
cinétique d'infestation. Un suivi de I'expression de genes immunitaires cibles de chaque
souche au cours de la cinétique permettrait d'approfondir ce postulat. L'hypothese de
départ de ma thése étant que le microbiote jouait un réle dans le phénotype de
compatibilité, je me suis focalisée sur ce lien. Afin de I'éclaircir, j'ai participé d une étude
menée par David Duval surla comparaison de la composition bactérienne entre des sous-

populations de mollusques sélectionnées pour un phénotype de compatibilité donné.

Pour cette étude, deux sous-populations de mollusques, appartenant a la souche BgBAR
ont été sélectionnées pour étre soit frés sensible a l'infestation a SMVEN (95%) soit tres
résistante (environ 12%). Ces deux populations ont donc une origine commune mais des
capacités immunitaires différentes. L'objectif de cette étude était de déterminer si le
microbiote était spécifique au profi de compatibilité malgré un fonds génétique

commun.

Des individus de la souche BgBAR, non matures sexuellement ont, tout d'abord, été
individuellement isolés et considérés comme la génération parentale (P). Ces individus se
sont alors reproduits par autofécondation, produisant des indivudus G1. Ceux-ci ont
ensuite été infestés par la souche vénézuelienne de S. mansoni, SMVEN. Leur statut
d'infestation a été vérifié & la loupe binoculaire (présence/absence de sporocystes) puis
des bacs regroupant les individus résistants d'un c6té et sensibles de I'autre ont été mis en
place. Les mollusques ont alors pu se reproduire par allofécondation, permettant un
brassage génétique. Les descendants non matures de la G1, les individus G2, ont alors été
isolés comme précédemment, et ainsi de suite jusqu’d la génération G5. Tous les individus
de cette génération ont alors été mis en bac commun, quel que soit le phénotype de
compatibilité sur lequel ils ont été sélectionnés. Prés d'un an et demi aprées la derniere
étape de sélection, la compatibilité de tous les individus a été vérifiée et les résultats ont
révélé que les phénotypes résistants et sensibles étaient stables dans le temps. Les premiers
présentaient une compatibilité d'environ 12% et les autres de prés de 95%. Ainsi, malgré
un fonds génétique commun, une sélection a pu étre faite sur des capacités immunitaires

différentes face au méme parasite.
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Au cours de ma thése, j'ai effectué une expérience de Jardin Commun au cours de
laguelle des individus naifs de la population d'origine BgBAR, de la sous-population
sensible et de la sous-population résistante ont été mis dans un bac d'élevage commun,
séparés par des paniers. Des individus sensibles et résistants, cette fois infestés par la
souche SMVEN des parasites ont également été ajoutés. L'expérience a été maintenue
96h apres linfestation, puis les individus ont été échantillonnés, leur ADN extrait et leur

microbiote analysé.

Le premier résultat intéressant a été de constater que la composition du microbiote al'état

naif variait d'une population & une autre (Figure 146).

S UM HVE

Résistants

Figure 16 : Clustering hiérarchique basé sur la matrice de dissimilarité de Bray-Curtis pour la composition
du microbiote bactérien de la souche BgBAR d'origine (rouge), la population sensible (bleu) et la
population résistante (vert).

Les individus des trois populations sont, en effet, parfaitement séparés selon leur
composition bactérienne, montrant une spécificité de microbiote en fonction des

capacités immunitaires de leur hote.

La comparaison de la composition du microbiote des individus ndifs et infestés de la
population résistante n'a, en revanche, montrée aucune différence 96h aprés l'infestation
(Figure 17 a)). Une tendance a la spécificité du du microbiote selon le statut d'infestation

est observable dans la population sensible (Figure 17 b)).
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Figure 17 : Clustering hiérarchique basé sur la matrice de dissimilarité de Bray-Curtis pour la composition
du microbiote bactérien de les populations a) résistante et b) sensible en condition naive (bleu) et
infestée (rouge).

Il semble donc que la sélection des individus sur leurs capacités immunitaires ait impactée
le microbiote. En revanche, I'effet du statut d'infestation sur la composition bactérienne
reste d éclaircir. Il est possible que tous les individus d'une population ne présentent pas le

méme phénotype, ce qui pourrait expliquer ces résultats non franchés.

Ces résultats préliminaires mériteraient d'étre approfondis afin d'explorer plus précisément
le lien enfre composition du microbiote et capacités immunitaires. Pour cela, une analyse
menée sur le core microbiote, soit la portion la plus stable du microbiote pourrait étre plus
informative. De méme, cette expérience serait intéressante a répéter sur des temps plus
précoces post-infestation, étant donné les résultats précédents, démontrant que la
dysbiose chez BgBAR se produisait entre 24 et 48h apres contact avec le parasite (voir lIl.
B. 2. b)). D'autres populations sensibles et résistantes pourraient également étre
sélectionnées a partir d'une souche d'origine au phénotype différent de BgBAR, comme
la souche BQGUA, naturellement tres compatible ou la souche BgBS90, tres incompatible.
Unlien potentiel entre la composition du microbiote et les capacitésimmunitaires de I'hote

a tout de méme été mis en avant, grace aux différences observées entre les phénotypes.

Les résultats des différentes études menées dans cet axe montrent qu'une dysbiose se

produit au cours d'une cinétique d'infestation. Elle semble correspondre aux différentes
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étapes de la réponse immunitaire de I'héte : une réponse précoce trés forte, qui
correspond d un changement drastique dans la composition bactérienne, puis un retour

progressif & I'état basal, correspondant & I'état de « résilience » du microbiote.

Selon qu'il s'agit d'une premiére infestation ou d'un challenge immunitaire, le microbiote
n'est pas modifié¢ de la méme maniére, ce qui se justifie par un type de réponse
immunitaire différent dans les deux cas : une réponse majoritairement cellulaire est mise
en place lors d'une primo-infestation alors qu’elle est principalement humorale lors d'un
challenge (Pinaud et al., 2016). Malgré une réponse immunitaire différente entre souche
sympatrique et allopatrique (Portet et al., 2019), les travaux auxquels j'ai participé au
début de ma these (voir ll. C. 1.) ainsi que ceux que j'ai mené pour le deuxieme axe (voir
lll. B.) ont démontré que I'effet de la souche de parasite est moindre. En revanche, un fort
effet du temps post-infestation sur la composition du microbiote a été souligné dans les

deux études.

La souche BgBS90, connue pour sa trés forte incompatibilité & toutes les souches de
parasites, quant a elle, semble suivre un schéma différent, aucune différence claire
n'ayant été mise en avant entre les individus naifs et infestés. Les caractéristiques
atypiques de cette souche justifieraient un approfondissement de la compréhension des
mécanismes immunitaires qu’elle met en place par un suivi de I'expression de genes

immunitiares cibles par RNAseq.

Les résultats des travaux menés sur le microbiote de populations sensibles et résistantes
raffermissent I'hypothése d'un lien entre capacités immunitaires et composition
bactériennes. Cependant, la compréhension de ce lien, et plus précisément du réle
potentiel du microbiote dans la réponse immunitaire anti-parasite des mollusques reste a
creuser. C'est al'approfondissement de cette question que j'ai donc consacré la derniere

partie de ma thése.
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V. Chapitre 3 : Exploration du lien de cause d
effet entre microbiote et compatibilité

Le dernier axe, et objectif principal de ma these, se focalise surla compréhension du lien
enfre le microbiote des mollusques et linteraction de ces derniers avec le parasite,
notamment du point de vue de I'immunité. L'étude de l'effet de la perturbation du
microbiote par des traitements antibiotiques sur la compatibilité d'une combinaison

hote/parasite pourrait mettre un tel lien en évidence.

L'impact du microbiote sur l'immunité de son hote et les interactions hdte/parasite a déja
été démontré dans de nombreux modeles (voir |.E.2.). Si c'est également le cas pour notre
modele, linteraction entre B. glabrata et S. mansoni, une perturbation du microbiote
devrait induire des changements dans la compatibilité des combinaisons héte/parasite
de cette interaction. Il existe plusieurs méthodes pour perturber le microbiote. Par
exemple, dans certains modeéles, il est possible de créer des individus axéniques que |I'on
peut ensuite coloniser avec une flore choisie : c’est le cas des drosophiles pour qui la
déchoronisation des ceufs (retrait de la pellicule superficielle des ceufs, le chorion) permet
I'élimination des microorganismes transmis par la mere (technique développée par Koyle

et ses collaborateurs en 2016 (Koyle et al., 2016).

La facon la plus courante de perturber le microbiote bactérien, en limitant les effets
déléteres sur I'hote, reste I'utilisation de traitements antibiotiques. L'interprétation des
résultats obtenus suite a des cures d'antibiotiques doit étre prudente, car la perturbation
du microbiote peut avoir des conséguences directes sur la fitness de I'hdte, que ce soient
des conséquences d court terme et réversibles ou des conséquences définitives. Par
ailleurs, I'utilisation d'antibiotiques est souvent utilisée pour la mise en lumiére d'un tel role

du microbiote (voirl. D. et E. 2.)

C'est ainsi que I'impact des communautés bactériennes sur le taux de fécondité des reines
de deux especes de termites (Zootermopsis angusticollis et Reticulitermes flavipe), et celui
sur la vitesse de croissance des colonies ont pu étre mis en évidence (Rosengaus et al.,
2011). Cette étude a également révélé que le traitement a la rifampicine perturbait
définitivement le microbiote intestinal des animaux, réduisant la diversité des
microorganismes présents ainsi que leur fitness d long terme avec une réduction de leurs
capacités reproductives. Ces deux conséquences semblent liées étant donné que les

auteurs ont remarqué le développement de microorganismes pathogenes opportunistes
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qui occupaient la niche, limitant les capacités de I'néte a rétablir sa flore initiale
(Rosengaus et al., 2011). La fécondité a également été diminuée chez les fiques,
Rhipicephalus haemaphysaloides, en présence de kanamycine ou de tétracycline, deux
antibiotiques qui réduisent notamment la densité d'endosymbiotes du genre Coxiella,
indiquant le lien entre ceux-ci et les capacités reproductrices de I'néte (Liet al., 2018)., Un
cocktail de gentamicine, streptomycine et péniciline améliore le développement de
Plasmodium berghei chez Anopheles stephensi (Kalappa et al., 2018). La capacité des
cafards, Blatella germanica & détoxifier les polluants, tels que des insecticides a été
attribuée a son microbiote, grce a la dysbiose induite par la doxycycline (Pietri et al.,
2018) Les traitements a la ciprofloxacine et au sulfamide réduisent fortement la richesse
du microbiote bactérien de la crevette blanche du Pacifique (Lifopenaeus vannamei),
avec pour conséguence une diminution de fonctions métaboliques et cellulaires,
soulignant I'importance du microbiote dans ces fonctions (Zeng et al., 2019). L'inoculation
de pénicilline et de streptomycine a des abeilles réduit leur capacité & se défendre contre

les parasites du genre Nosema, suite a I'élimination du microbiote (Li et al., 2017)

De récents travaux ont analysé les effets des différents traitements (cocktail
pénicilline/streptomycine, péniciline, streptomycine, gentamincine et ampicilline),
inoculés a différentes doses, sur les mollusques B. glabrata, afin d'étudier les potentiels
effets déléteres sur leur fitness (Allan & Blouin, 2017). Cette étude s'est concentrée sur des
observations comportementales, telles que le taux de déplacement, les comportements
reproductifs et d'alimentation des escargots. Selon leurs conclusions, I'ampicilline n'affecte
aucunement I'écologie de I'néte, alors que la streptomycine et la pénicilline semblent
réduire 'activité des mollusques, mais ce, de maniere temporaire, leur activité normale
étant rétablie environ 72h aprées arrét des tfraitements. En revanche, aucune information
concernant la composition des communautés bactériennes avant ou apres ces
fraitements n'était disponible. Cette étude nous a néanmoins servi de base pour analyser
l'effet de la perturbation du microbiote, en nous procurant des éléments sur les effets de

certains traitements antibiotiques sur la fitness des mollusques.

La compréhension des mécanismes sous-jacents au phénotype de compatibilité entre les
parasites du genre Schistosoma et ses hodtes intermédiaire est au cceur de la
compréhension de cette interaction. De nombreuses études ont eu pour objectif de
décrypter ces mécanismes, cependant, il se sont avérés d'une grande complexité,
mettant en jeux de nombreux facteurs (génétiques, moléculaires, épigénétiques...)
(Bouchut et al., 2008; Coustau et al., 2015; Mitta et al. 2017). Cette diversité de facteurs

ainsi que les nombreuses études ayant révélé un impact du microbiote sur la protection
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antipathogenes et antiparasites (voir . E. 2.) nous ont permis d'émettre I'hypothese que le
microbiote de notre modéle pouvait également jouer un réle dans l'interaction avec le
parasite. De plus, nous avons observé un lien entre microbiote et I'immunité de I'néte lors
des fravaux sur sa dynamique au cours d'une infestation (Portet et al., 2018). Cependant,
la causalité reste a établir. Pour vérifier cette hypothése, nous avons commencé par
étudier ce réle dans une seule souche de mollusques, la souche brésilienne BgBAR. Cette
souche présente un profil de compatibilité variable, trés compatible avec sa souche
sympatrique (frés forte immunosuppression) (Portet et al., 2019), trés peu avec certaines
souches allopatriques (réponse immunitaire efficace). Pour vérifier une éventuelle
causalité de la perturbation du microbiote sur l'immunité des hdtes, nous avons induit une
dysbiose par des traitements antibiotiques. Ensuite, nous avons infesté ces mollusques
avec leurs parasites sympatriques ou avec deux souches allopatriques. Le phénotype de
compatibilité a alors été analysé par la détermination de la prévalence et de l'intensité

de l'infestation.

1. Matériel biologique

Une souche de B. glabrata originaire du Brésil, BgBAR a été utilisée dans le cadre de cette
étude, la taille des individus étant comprise entre sept et neuf millimétres, taille d laquelle
ils peuvent étre infestés par les parasites. Trois souches de S. mansoni ont été utilisées dans
le cadre des infestations, aux profils de compatibilité vis-a-vis des mollusques, déterminés
au cours de l'expérience de dynamique du microbiote, contrastés : la souche sympatrique
de BgBAR, SmLE présente une compatibilité forte, entre 90 et 100%, la souche allopatrique
SMBRE, au phénotype intermédiaire (entre 45 et 55%) et la souche allopatrique SMGH2,

dont la compatibilité est frés faible, entre 5 et 10%.

2. Condifions d'élevage et traitements antibiotiques

En tout, 477 mollusques ont été utilisés dans cette expérience, séparés en trois bacs (Figure
18) : 139 dans un bac pour le contréle sans anfibiotique et deux bacs contenant 169
mollusques chacun pour les traitements antibiotiques, les trois bacs ayant été remplis avec
de l'eau filtrée & 0,2um pour réduire les apports bactériens de l'environnement et
homogénéiser les conditions expérimentales. Les mollusques traités ont été mis en contact
avec de I'ampicilline a 100mg/L (Sigma Aldrich) ou de la streptomycine & 100mg/L (Sigma
Aldrich), agjoutées directement dans I'eau des bacs (5L), pendant trois jours. Ces
traitements ont déjd montré leur innocuité sur les mollusques et ont donc été choisis pour

cetfte raison (Allan & Blouin, 2017). Toutes les 24h, I'eau additionnée de la dose
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d'antibiotiques était renouvelée, afin d'éviter une baisse de l'efficacité de ces derniers. Les
individus ont été mis 4 jeun toute la durée du traitement antibiotique afin d'éviter les
variations des communautés bactériennes liées a I'alimentation, ainsi que les éventuels
problemes de digestion liés & la perturbation du microbiote gastro-intestinal. Des mesures
de fitness ont été faites afin de confirmer les résultats d'Allan & Blouin dans notre étude :la
mobilité et I'activité d'environ 60 mollusques par condition de traitement (traités et
contrbles) ont été suivies régulierement pendant les trois jours de traitements et la survie
d'environ 40 mollusques par condition d'infestation (traités, contrdles pour chagque souche
de parasite) a été mesurée toutes les 24h pendant toute la durée de I'expérience. Ont été
considérés comme actifs les individus se déplacant, se nourrissant, se reproduisant ou
attachés a une surface de bac, et inactifs les individus immobiles au fond du bac et rentrés
dans leur coquille. Les individus étaient comptabilisés comme morts lorsqu'ils étaient
immobiles, rentrés dans leur coquille sur le co6té et que leur coeur ne battait plus

(observable a fravers la coquille).

De précédentes études ont démontré un effet toxique de traitements chimiques sur les
parasites, les rendant moins performants a linfestation et pouvant aller jusqu'd les tuer
(Moné et al., 2010a; Warren & Weisberger, 1966; Warren & Weisberger, 1967). Pour vérifier
la toxicité de nos fraitements sur les miracidia, et ainsi nous assurer que les variations de
compatibilité que nous pourrions observer ne sont pas liées a des différences d'efficacité
des parasites, 90 mollusques supplémentaires (30 non traités et 60 traités a I'un ou 'autre

antibiotique) ont donc été ajoutés au protocole expérimental.

3. Infestation des mollusques par les parasites

Chaqgue escargot a été mis en contact avec 10 larves miracidia de la souche SmLE
(sympatrique, trés compatible), SMBRE (allopatrique, moyennement compatible) ou
SmMGH2 (allopatrique, trés incompatible) (récupérées de foies frais de souris), pendant
quaftre heures, dans des piluliers contenant cing millilitres d'eau. Au bout de quatre heures
de contact, les escargots ont été replacés dans des bacs communs, par condition, jusqu'd

échantillonnage.
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4. Echantillonnage et extraction

Ala fin des 72h de traitements antibiotiques, sept individus de chaque condition (traités et
contréles) ont été échantillonnés (Figure 18). La coquille nettoyée au préalable & I'aide
d'un coton tige imbibé de Javel, puis les mollusques sont sortis de la coquille aprés section
du muscle abducteur. lls ont alors été congelés individuellement dans des petites
barquettes d'aluminium en azote liquide, puis placés & -80°C pour conservation avant
extraction. Ces sept individus ont été utilisés par la suite pour vérifier la dysbiose du

microbiote induite par les traitements (Figure 18).
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Figure 18 : Plan expérimental pour étudier le lien de cause a effet du microbiote sur la compatibilité des
mollusques aux parasites. Les chiffres représentent le nombre d'individus par condition, et échantillonnés
par conditions et points de cinétique, ainsi que le nombre de miracidia utilisées pour les infestations. Les
fleches et carrés blancs sont les durées de traitement et temps d'échantillonnage. Chaque couleur de
miracidia correspond d une souche différente de parasite : jaune pour SmLE, rouge pour SMBRE et bleu
pour SmMGH2.
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De la méme maniére que précédemment décrit, sept mollusques de chague condition
ont été prélevés 24h aprées exposition aux parasites afin d'étudier la réponse du microbiote
au parasite apres la dysbiose induite par les fraitements antibiotiques (Figure 18). La survie
des individus a été suivie pendant quinze jours aprés infestation parasitaire, puis, a J15,
sept individus de chaque condition ont été prélevés pour analyser les communautés
bactériennes au cours de la cinétique d'infestation et tester leur résilience, les individus

restants ont été disséqués dans le but de déterminer la prévalence (nombre d'individus
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dont l'infestation a été efficace) et l'intensité (nombre de sporocystes par mollusques) de

l'infestation (Figure 18).

L'ADN des échantillons a ensuite été extrait avec le kit Nucleospin® Tissu Extraction de
Macherey-Nagel, avec une phase préalable de broyage mécanique additionnelle de 30
secondes a 7000Hz dans un MagNA Lyser Instrument® (Roche) & l'aide de billes de
zirconium. Il a ensuite été quantifié par spectrophotométrie & I'aide du systeme d'analyse
d'acide nucléigue multivolume Epoch™ de BioTek et sa pureté a été vérifiée en mesurant
les absorbances d 260nm et 280nm puis en calculant le rapport de densité optique
260nm/280nm. Les échantillons extraits ont ensuite été conservés & -20°C jusqu’da analyse

par gPCR.

5. Suivi de la composition du microbiote de B. glabrata post

traitements antibiotiques par Q-RT-PCR

La quantification du microbiote bactérien total et de certains phyla distincts a été faite
par gPCR avec plusieurs couples d'amorces spécifiques d ces phyla déterminés selon la
littérature (Bacchetti De Gregoris et al., 2011; Guo et al., 2008; Weisburg et al., 1991; Yang
et al., 2015) (Tableau 4). Les phyla spécifiques a suivre ont été choisis selon les plus
abondants trouvés dans les études précédentes sur la caractérisation du microbiote de

Biomphalaria glabrata (Huot et al., 2020; Portet et al., 2018).

La réaction PCR a été faite avec le kit Takyon™ No Rox SYBR® MasterMix dTTP Blue
d’Eurogentec (5uL de Takyon MasterMix 1X, TuL de chague amorce (concenfration finale
a 100nM), 2uL d’ADN de chaque échantillon (10ng/ul) et TulL d’eau ultra pure), puis les
échantillons ont été mis en plaque 384 puits en triplicats techniques. lls ont alors été soumis
a une amplification par PCR avec une dénaturation initiale a 95°C pendant frois minutes,
de 45 cycles de 15 secondes 4 95°C et d'une minute a 60°C. Afin de vérifier la présence
de contaminants dans les produits PCR, des témoins négatifs ont été rajoutés pour chaque
couple d'amorces. L'analyse des quantités des différents phyla bactériens a été faite par
le logiciel LightCycler4800.
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Tableau 4 : Amorces spécifiques de taxa bactériens analysés dans le cas de I'étude de la dysbiose suite
aux fraitements antibiotiques. Tm : Température de fusion des amorces. [ 1] Yang et al., 2015 ; [ 2] Guo

et al., 2008 ; [ 3] Bachetti de Gregoris et al., 2011 ; [ 4] Weisburg et al., 1991.

Longueur
Groupes cibles Amorces Séquences (5'-3") Tm  Source
d'amplicon
Bac960F GTTTAATTCGATGATACGCGAG
Bacteroidetes 122 pb [1]
Bac1100R TTAASCCGACACCTCACGG
Firm934F GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA
Firmicutes 189 pb [2]
Firm1060R AGCTGACGACAACCATGCAC
Act664F TGTAGCGGTGGAATGCGC
Verrucomicrobia 97 pb [1]
Act941R AATTAAGCCACATGCTCCGCT
Verl165F TCAKGTCAGTATGGCCCTTAT
Actinobacteria 277 pb [1]
Ver1263R CAGTTTTYAGGATTTCCTCCGCC
Ten662F ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAA
Tenericutes 200 pb [1]
Ten862R CMTACTTGCGTACGTACTACT
Beta979F AACGCGAAAAACCTTACCTACC
Bproteobacteria 174 pb [1]
Betall130R TGCCCTTTCGTAGCAACTAGTG
Gamma877F GCTAACGCATTAAGTRYCCCG
yproteobacteria 126 pb [1]
GammalO66R GCCATGCRGCACCTGTCT
Alpha682F CNAGTGTAGAGGTGAAATT
aproteobacteria 180 pb [3]
Alpha908R CCCCGTCAATTCCTTTGAGTT
16S Universel 926F AAACTCAAAKGAATTGACGG
136 pb [3]
qPCR 1062R CTCACRRCACGAGCTGAC
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S PCR 1550 pb [4]
1525R AAGGAGGTGWTCCARCC

6. Mesures des indices de prévalence et d'intensité

Quinze jours apres infestation, les mollusques survivants pour chaque condition ont été fixés
au Raillet-Henri modifié (930mL H20 distillée, 50mL Formol 40%, 6g NaCl 5%, 20mL acide
acétique) apres avoir été retirés de leur coquille. La vérification de présence et le
comptage de sporocystes primaires (Spl) s'est faite visuellement, a I'aide d'une loupe
binoculaire. Le nombre d'individus présentant des Sp1 a permis la détermination de la

prévalence et la moyenne de Sp1 parindividu, et la détermination de l'intensité.
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/. Analyses statistiques

Les courbes de Kaplan-Meier de survi ont été construites a I'aide du package survival de
Rstudio (Therneau & Grambsch, 2000), puis les différences entre les courbes ont été testées
par Log-rank. Le test exact de Fisher a été utilisé pour tester les différences de prévalences
entre les conditions. Les intensités et abondances des fragments d'ADN ont été testées par
des tests de Student ou de Mann-Whitney, aprés vérification de la normalité des données

par des tests de Shapiro-Wilk.

1. Analyse de la toxicité des antibiotiques sur les mollusques et

les parasites

Afin de s'assurer que les résultats observés ne sont pas biaisés par un effet délétere des
anfibiotiques sur lI'un ou l'autre des protagonistes de linteraction hoéte/parasite, le
comportement des mollusques, leur survie et la capacité dinfestation des parasites
(prévalence et intensité de linfestation) ont été mesurées pendant et/ou apres le

fraitement.

Pendant les trois jours de traitements, les observations des mollusques de maniere réguliere
n'ont fait état d'aucune modification du comportement de déplacements ou
d'alimentation des individus. L'analyse d'autres fraits d'histoire de vie est cependant

nécessaire pour pouvoir conclure sur les effets des antibiotiques pour la fitness.

La survie des mollusques semble augmenter en présence d'antibiotiques par rapport &
celle des individus contréles, dans chacune des combinaisons héte/parasite (Figure 19).
En effet, la survie est améliorée d'environ 20% en présence d'antibiotiques en comparaison
aux contréles, dans l'interaction BQBAR/SmLE (test Log-rank : p < 0.05), BQBAR/SmBRE (test
Log-rank : p < 0.05) et BBAR/SMGH?2 (test Log-rank : p < 0.05 pour ampicilline et p < 0.01
pour streptomycine). Ces résultats nous ont conduits & conclure que les antibiotiques

n'avaient pas d'effet délétére sur les mollusques.
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Figure 19 : Survie des mollusques traités aux antibiotiques. Courbes de survie sur 18 jours. Vert : controles
(N =30) ; Rouge : traités ampicilline (N = 40) ; Bleu : traités streptomycine (N = 40). Infestations & jour 3
avec 10 miracidia : (a) BQBAR x SmLE; (b) BQBAR x SmBRE ; (c) BQBAR x SmGH2. * : p<0.05 ; **: p<0.01 (test
Log-rank)

La tfoxicité des traitements a également été testée sur la souche SmLE des parasites, afin
de vérifier que leur capacité dinfestation n'a pas été altérée. Ainsi, 15 jours apres
infestation et suite d la mise en contact des larves miracidia avec les antibiotiques, la
prévalence etlintensité de l'infestation ont été mesurées. Bien que des variations aient été
observées entre les conditions, celles-ci n'avaient aucune valeur significative ni en termes
de prévalence, ni dintensité (Figure 20). Les traitements n'affectent donc pas les
capacités d'infestation des parasites de la souche SmLE. A partir de ces résultats, nous
avons fait I'nypothése gu'il en était de méme pour les souches SMBRE et SmMGH2, bien que

cela n'ait pas été testé expérimentalement.
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Figure 20 : Effets des traitements antibiotiques sur les capacités d'infestation de la souche SmLE. (a)
prévalence ; (b) intensité de linfestation avec la souche SmLE en conditions contréle ou traitement
antibiotique. N : nombre dindividus. NS : Non Significatif (Mann-Whitney). Les barres d'erreur en (b)
représentent l'intervalle de confiance a 95% de la moyenne.




2. Effet des anftibiotiques sur les communautés bactériennes

Les tests préliminaires effectués sur les différents couples d'amorces ont conduit a
I'élimination de certaines d'entre elles. En effet, les amorces spécifiques des Tenericutes,
des Actinobacteria, des Firmicutes et des p-proteobacteria ont été retirées de I'analyse,
car soit aucune amplification n'a pu étre observée ou encore l'efficacité PCR n'était pas
opfimale. Seules les amorces pourle 16S universel, les a-proteocbacteria, les Bacteroidetes,
les y-proteobacteria et les Verrucomicrobia ont donc été conservées dans le cadre de

ceftte étude.

La comparaison des quantifications des différents phyla bactériens enfre conditions de
fraitement a montré que la streptomycine avait un effet trés fort sur la composition
microbienne, l'effet de I'ampiciline, bien gu'impactant certains phyla, a été beaucoup
moins important. En effet, en présence de streptomycine, la charge bactérienne totale,
décrite par les amorces 16S universelles, a fortement baissé, passant d'environ 18 000
copies a environ 6000 (Student: p <0.05) (Figure 21). Bien qu'une tendance a la baisse ait
également été constatée en présence d'ampiciline, celle-ci n'était pas significative.
Cette diminution de la charge bactérienne s'observe pour tous les phyla spécifiques
étudiés (Student : p < 0.05 ou p < 0.01 pour les Bacteroidetes), exceptées les a-
proteobacteria, en présence de streptomycine. L'ampicilline ne réduit significativementla
charge que des y-proteobacteria (Student : p <0.05) et des Verrucomicrobia (Student : p
<0.01).

Les antibiotiques, et en particulier la streptomycine, provoquent donc bien une dysbiose
des communautés bactériennes de mollusques au bout de trois jours d'exposition. Etant
donnés les effets moins importants de I'ampicilline, les effets de cette derniere sur les

prévalences et intensités d'infestation seront plus difficiles d interpréter.
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Figure 21 : Abondance des différents groupes bactériens par condition. Abondance en nombre de
copies de leur région spécifique du 16S. Points au centre des boxplots : moyenne (Student). C+ : contrdle
; Am : traitement ampicilline ; St : fraitement streptomycine. * : p<0.05 ; ** : p<0.01 (test Log-rank)
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3. Effet des traitements antibiotiques sur la compatibilité

a) Combinaison sympatrique : BgBAR / SmLE

La prévalence et l'intensité de l'infestation ont été mesurées 15 jours apres infestation. Le
nombre d'individus présentant des Spl, soit la prévalence, dans la combinaison
sympatrique BgBAR/SMmLE & compatibilité forte n'a pas varié en conditions traitées par
rapport aux confrdles (Figure 22a). Autrement dit, les fraifements antibiotiques n'ont pas
d'effet sur la prévalence. En effet, sur plus d'une tfrentaine d'individus disséqués, entre 90
et 95% présentaient des Sp1 de S. mansoni, aprés chaque fraitement antibiotique, contre

100% des 19 individus controles.

En revanche, en ce qui concerne lintensité d'infestation (nombre moyen de Spl par
individus infestés observés lors de la dissection), une diminution en présence d'ampicilline
(Mann-Whitney : p < 0.05) et de streptomycine (Mann-Whitney : p < 0.01) a pu étre mise
en évidence (Figure 22b). En effet, une moyenne de 3.3 Sp1 en présence d'ampiciline et
de 2.9 en présence de streptomycine contre 4.4 en conditions contréles a été déterminée.
Les antibiotiques réduisent donc le nombre de Sp1 quiréussissent a s'implanter au sein des

mollusques, dans la combinaison BgBAR/SmLE.
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Figure 22 : Compatibilité BgBAR/SmLE en conditions antibiotiques et contréle. (a) prévalence ; (b)
intensite. NS : non significatif. * : p<0.05; ** : p<0.01 (Mann-Withney). Les barres d'erreur en (b) représentent
lintervalle de confiance a 95% de la moyenne.

b) Combinaison allopatrique : BQBAR / SmBRE

Dans le cas de la combinaison allopatrique & compatibilité moyenne BgBAR/SmMBRE, une
augmentation de la prévalence est observée en présence de streptomycine, en
comparaison aux individus non traités (Figure 23a). En effet, environ 75% des 37 individus
disséqués présentaient des sprocystes Sp1, contre environ 40% des 17 individus controles.

Une tendance & l'augmentation de la prévalence est également observée apres
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traitement a I'ampicilline, cependant elle reste non significativement différente des
individus controles.

L'intensité d'infestation, quant & elle, ne subit pas de modification apres traitement aux
antibiotiques, le nombre moyen de Sp1 observés étant entre 2 et 2.5 par individus pour
chaque condition (Figure 23b). La streptomycine augmente donc la prévalence dans la

combinaison BgBAR/SmLE, sans affecter 'intensité de l'infestation.
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Figure 23 : Compadtibilité BgBAR/SmBRE en conditions antibiotiques et contréle. (a) prévalence ; (b)

intensite. NS : non significatif. * : p<0.05; ** : p<0.01 (Mann-Withney). Les barres d'erreur en (b) représentent
lintervalle de confiance a 95% de la moyenne.

c) Combinaison allopatrique : BQBAR / Sm GH2

Enfin, la dysbiose induite par les fraitements antibiotiques dans le cas de la combinaison
dllopatrigue a faible compatibilité n'a impacté nila prévalence nilintensité de l'infestation
(Figure 24a et b). Les traitements anfibiotiques et la dysbiose gu'ils induisent ne semblent
donc pas affecter l'infestation de BgBAR par SmGH2.
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Figure 24 : Compatibilité BgBAR/SmGH2 en conditions antibiotiques et contrdle. (a) prévalence ; (b)

intensite. NS : non significatif. * : p<0.05; **: p<0.01 (Mann-Withney). Les barres d'erreur en (b) représentent
lintervalle de confiance a 95% de la moyenne.

f
| 148

'



Le microbiote est désormais considéré comme une entité essentielle & prendre en compte
dans I'étude d'un organisme, et des interactions qu'il peut avoir avec d'autres, comme les
interactions hétes/parasites. Son impact et son réle dans diverses fonctions biologiques de
I'néte a, en effet, été¢ démontré dans de nombreux modeles et notfamment son lien avec
limmunité. Ainsi, il peut participer a la reconnaissance de pathogenes ou parasites ou
induire la production d'effecteurs immunitaires par son hbte, ou encore agir directement

contre les agents infectieux (voir . E. 2.).

L'objectif de cette étude a été de déterminer si un rapport de causalité existait entre la
composition du microbiote de B. glabrata et I'immunité antiparasitaire contre le parasite
S. mansoni. Pour ce faire, les effets de fraitements antibiotiques sur la compatibilité entfre

I'ndte et le parasite ont été analysés.

Effet des antibiofiques

Le suivi des survies de mollusques pendant et apres traitements antibiotiques a confirmé
que ces derniers n'ont pas eu d'effet délétere. Les travaux d'Allan et Blouin (Allan & Blouin,
2017) avaient déjd montré une altération de l'activité des mollusques apres traitements
antibiotiques, cependant, aucune donnée de survie n'a été fournie. Les auteurs ont
montré que le fraitement a I'ampicilline était un des seuls a n'altérer aucunement I'activité
des mollusques (déplacements, alimentation), c'est pourquoi il a été choisi pour notre
expérimentation. Cependant, son effet sur le microbiote n'étant pas garanti, un autre
antibiotique, la streptomycine, a également été utilisé dans nos fravaux. En effet, d’aprées
I'étude d'Allan et Blouin, ce traitement semble avoir un impact plus fort que I'ampicilline,
ayant engendré une réduction de 'activité des mollusques de maniere temporaire (Allan
& Blouin, 2017). L'ampicilline est un antibiotique appartenant a la famile des p-lactamines
qui possede une fonction inhibitrice de la formation de la paroi bactérienne, en bloguant
une enzyme essentielle O ce mécanisme, conduisant a la lyse bactérienne. La
strepromycine, quant a elle, appartient a la famille des aminosides. Elle inhibe la synthése
de protéines en se liant au ribosome ce qui altére la fraduction, induisant des erreurs de
lecture du code génétique qui synthétisent alors des protéines anormales, conduisant &

la mort cellulaire.

La quantification des ADN bactériens révele que l'ampiciline, conformément a
I'nypothése qui avait été faite suite aux résultats d'Allan et Blouin, a un effet trés
négligeable sur la charge bactérienne totale. Bien qu'elle réduise significativement la

charge de deux des phyla spécifiques étudiés (y-proteobacteria et Verrucomicrobia), ni
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les autres phyla spécifiques, ni la charge bactérienne totale ne sont impactés. La
streptomycine a, quant a elle, fortement réduit la charge bactérienne totale, tout comme
celle des Bacteroidetes, des y-proteobacteria et des Verrucomicrobia. Son action est
donc plus efficace pour perturber les communautés bactériennes. Il serait intéressant
d'étudier d'autres phyla spécifiques, car ceux qui ont été choisis initiclement ne couvrent
pas forcément les taxa majoritaires qui composent I'ensemble du microbiote. Pour cela,
la mise au point d'amorces spécifiques pour la gPCR peut étre envisagée, ainsi que
l'analyse barcoding des communautés bactériennes. Celle-ci n'a pas été faite car il
s'‘agissait-la d'une étude préliminaire explorant le lien de cause & effet du microbiote dans
la lutte antiparasitaire. Les a-proteobacteria ne sont pas affectées par les fraitements
antibiotiques, la proportion de ce phylum restant aux alentours de 35% du microbiote total
entre le controle et les conditions traitées. Il est possible que ce taxon bactérien soit

sensible & un autre type d'antibiotique, ou alors & un cocktail d'antibiotiques.

Etant donné qu'un effet toxique de traitements par des xénobiotiques sur Schistosoma a
déja été démontré (Moné et al., 2010b), les effets de la streptomycine et de I'ampicilline
ont été testés surla souche SmLE. En effet, bien que les parasites ne soient pas directement
en contact avec les tfraitements au moment de l'infestation, les mollusques y ont été
confrontés pendant 72h. Les produits peuvent donc étre rémanents dans les fissus,
notamment le manteau, avec lequel les parasites sont en contact. Ainsi, la prévalence et
lintensité d'infestation ont été mesurées aprés contact des larves miracidia avec les
antibiotiques. Aucun effet sur ces mesures n'a été constaté en comparaison aux larves
n'ayant pas été exposées, permettant de conclure que les antibiotiques ne diminuaient
pas la capacité d'infestation des parasites. Bien que seule la souche SmLE a été utilisée
pour ces tests, nous avons fait I'nypothese qu'il en était de méme avec les deux autres
souches de parasites utilisées dans I'expérience. |l serait cependant intéressant de faire
ces tests sur SMBRE et SmMGH2 afin de s'assurer que les résultats de prévalence et d'intensité
obtenus pour ces souches ne sont pas liés  une modification de la capacité d'infestation

de ces souches.

Effet de la dysbiose sur les infestations parasitaires

L'objectif premier de I'étude a été d'analyser les effets d'une dysbiose sur la compatibilité
enfre les mollusques et plusieurs souches de parasites, afin de mettre en évidence ou non
un lien entre le microbiote et les capacités immunitaires de leur hdte. Ainsi, une fois la
dysbiose, provoquée par les antibiotiques, confimée, les prévalences et intensités

d'infestation des différentes combinaisons héte/parasite ont été mesurées.
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La combinaison entre BgBAR et SmLE reste toujours trés compatible, avec une prévalence
inchangée apres fraitements antibiotiques en comparaison aux contréles. En revanche,
l'intensité d'infestation, soit le nombre moyen de Sp1 implantés par individus, a été réduite
apres la dysbiose induite par les antibiotiques. Cette combinaison implique des individus
ayant évolué en sympatrie, en I'occurence dans des zones géographiques communes.
On peut dlors parer de coévolution locale, ce qui explique la forte compatibilité de
l'interaction, liée a des adaptations spécifiques (Buckling & Rainey, 2002; Kaltz & Shykoff,
1998).

Les deux souches allopatriques de BgBAR, SmMBRE et SmMGH2, n’ont pas coévolué avec leur
hote, et présentent des compatibilités plus restreintes que la combinaison sympatrique.
Ceci est directement lié aux capacités de virulence ou dinfectivité des parasites, mais
également aux interactions immunobiologiques totalement différentes entre les
combinaisons. En effet, une étude récente a démontré une forte immunosuppression chez
les mollusques infestés par leur souche sympatrique, fraduisant d'une parfaite adaptation
des parasites dleurs hotes et leur permettant de s'implanter facilement (Portet et al., 2019).
A l'inverse, cette méme étude a montré une activation de la réponse immunitaire en
présence de souches allopatriques, et ce sont dés lors, la virulence et l'infectivité des
parasites qui vont déterminer leur capacité a s'implanter et se développer dans les

mollusques (Portet et al., 2019).

Ces différences de réponses immunitaires pourraient étre liées au microbiote de I'ndte. En
effet, un niveau basal de limmunité de I'ndte peut étre consacré au maintien de la
stabilité du microbiote (Hooper et al., 2012), et ce dernier peut jouer un réle dans le
développement du systéeme immunitaire de son hbdte, voire participer activement a sa
protection antipathogéne et antiparasite (voirl. E. 2.). Une perturbation des communautés
microbiennes pourrait donc avoir un impact fort sur le statut immunitaire de I'néte. Or, les
traitements antibiotiques réalisés dans cette étude enfrainent une dysbiose, ce qui peut
engendrer un changement drastique dans la réponse immunitaire des mollusques dans le
cas ou le microbiote impacte cette immunité (voir |. E. 2.) Ce changement pourrait & son
tour perturber les capacités immunitaires de son parasite sympatrique, jusqu'ici
parfaitement adapté (immunosuppression et forte compatibilité), qui ne pourrait alors plus
appliguer les mémes stratégies d'implantation que dans un héte au microbiote normal. La
baisse d'infectivité, constatée en conditions de traitements antibiotiques, pourrait éfre
expliquée par cette perturbation. La prévalence qui, elle, n'est pas modifiée, pourrait tenir
au fait que la souche SMLE est une souche ftrés virulente qui, malgré tout, réussit &

s'implanter.
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La souche allopatrique SMBRE, a l'inverse, pourrait tirer profit de cette modification du
microbiote. Ses capacités de virulence ont été décrites comme plus fortes que la souche
SMGH2 (Moné et al., 2010a), ce qui expliquerait la meilleure prévalence observée en
présence de streptomycine, la modification des capacités immunitaires de son héte par
I'antibiotique et la dysbiose, pouvant alors lui éfre favorable. La souche allopatrique
SmMGH2, quant & elle, ne présente aucune modification de prévalence ou d'intensité, ce
qui peut s'expliquer par les faibles virulence et infectivité naturelles de cette souche. La
perturbation des capacités immunitaires des mollusques, liée d une dysbiose par les
fraitements antibiotiques, n'est alors pas suffisante pour pallier aux faibles capacités de

ces parasites a contourner le systéeme immunitaire (Moné et al., 2010q).

Les résultats de cette étude préliminaire semblent aller dans le sens de I'hypothése d'un
lien entre la composition du microbiote etles capacités immunitaires de son hote. En effet,
la dysbiose par les fraitements antibiotiques a bel et bien été confirmée sur la charge
totale de 16S et sur certains taxa bactériens spécifiques. C'est cette dysbiose qui induirait
des modifications de la réponse immunitaire, soulignant un lien direct entre le microbiote
et le systéeme immunitaire. Cette hypothése doit cependant étre vérifiée par de nouvelles
expérimentations en multipliant les combinaisons hotes/parasites, qu'elles soient
sympatriques ou allopatriques et avec différents niveaux de compatibilité. De plus, des
analyses par gPCR ou RNAseq, ciblant des genes impliqués dans I'immunité du mollusque
permettraient notamment de confirmer la perturbation du systéme immunitaire de I'néte
suite & une dysbiose (elle-méme a confirmer par analyse barcoding), et ainsi de valider
I'nypothése que c'est cette perturbation qui induit une modification des prévalences et
intensités d'infestation. Une autre hypothése serait que les modifications du niveau basal
de I'immunité, par la présence des parasites, altererait I'noméostasie (selon la théorie de

Hooper (Hooper et al., 2012) ce qui induirait alors la dysbiose observée.

L'utilisation de cocktails d'anfibiotiques pourrait perturber le microbiote de maniéere
drastique, et ainsi donner des résultats plus contrastés qui permetiraient de conclure surle
lien entre microbiote et immunité. Cependant, les antibiotiques peuvent également
perturber la physiologie des mollusques, de maniére plus ou moins subtile, et ainsi modifier
indirectement le phénotype de compadatibilité. L'utilisation d'autres techniques doit donc
étre envisagée, comme par exemple la technique du RNAI utilisée sur des génes codant
pour des AMP. La Biomphamacine semble étre un bon candidat (voir Il. C. 1.), et son
inactivation pourrait induire des modifications mesurables du microbiote, permettant ainsi

I'étude du lien de causalité entre microbiote et immunité sans traitement exogene.
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V. Discussion Générale

Les objectifs de mon travail de thése étaient de caractériser le microbiote de différentes
souches et especes de Planorbidae, hdtes intermédiaires du parasite responsable de la
bilharziose, Schistosoma spp., et de déterminer le réle de ce microbiote dans l'interaction

hoéte-parasite.

Ce modele est d'un intérét particulier car les différentes combinaisons entre souches de
mollusques et de parasites présentent un polymorphisme dans leur phénotype de
compatibilité : les mollusques sont plus ou moins résistants aux différentes souches de
parasites elles-mémes plus ou moins virulentes pour une combinaison donnée. Ceci se
fraduit par une prévalence et une intensité des infestations variables entre les
combinaisons (Galinier et al., 2017a; Theron et al., 2014). Ce phénotype a été largement
étudié et les mécanismes sous-jacents sont au centre de nombreuses études, mais |l
apparait tres complexe et met en jeu de nombreux facteurs, ce qui rend difficile sa
compréhension (Bouchut et al., 2008; Coustau et al., 2015; Galinier et al., 2017a; Mitta et
al.,2012,2017). Pourtant, la clarification de l'interaction entre les mollusques et les parasites
pourrait permetire le développement d'outils de médiation vectorielle et la réduction de
la transmission & I'Homme, par exemple en bloquant le cycle du parasite au niveau de

son hote intermédiaire.

Alors que beaucoup d'efforts ont été consacrés aux analyses cellulaires et moléculaires
((épi)génétiques, transcriptomiques et protéomiques), une composante n'a jamais été
étudiée de maniere exhaustive dans ce modéle : le microbiote. Le microbiote est
aujourd'hui considéré comme une part indissociable d'un organisme, formant avec lui un
ensemble appelé holobionte. L'étude de cet holobionte est donc essentielle pour avoir
une vision plus compléte d'un organisme et comprendre les interactions qu'il peut avoir
avec son environnement et d'autres organismes. En effet, les communautés microbiennes
peuvent influencer les fonctions biologiques d'un hdte, notamment sa fonction
immunitaire, et ainsi potentiellement impacter les interactions hétes-parasites. Dans le cas
de notre modeéle, I'étude du microbiote pourrait donc apporter de nouveaux éléments
dans la compréhension du phénotype de compatibilité. Des données concernant
notamment la flore cultivable sont disponibles dans la littérature (voir . F. 1. ¢)) (Ducklow
et al., 1979, 1981; Silva et al., 2013). Ces travaux ont été menés uniquement sur la flore
cultivable des mollusques, or, la majorité des bactéries ne peut pas étre cultivée in vitro.
Les techniques de séquencage ont ouvert de nouvelles possibilités pour I'étude des
communautés bactériennes, d'abord le séquencage Sanger, puis, beaucoup plus

récemment, le séquencage haut débit. Ainsi, en 2018, le séquencage de la boucle V3-V4
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de I'ARNr 16S par MiSeq (lllumina) a permis I'étude du microbiote bactérien d'une souche
guadeloupéenne de B. glabrata (Allan et al., 2018). C'est également cette technique qui
a été utilisée pour caractériser le microbiote d'une souche brésilienne de B. glabrata
(Portet et al., 2018). L'ensemble de mon fravail de thése est la premiére étude a
caractériser le microbiote bactérien de plusieurs souches et espéces de Planorbidae,

hotes intermédiaires du schistosome, mais également la composante eucaryote.

Concernant I'étude des communautés protistes, celle-ci est complexe, car il s'agit
d'organismes eucaryotes, qui partagent donc le marqueur de I'ADN 18S avec leur hote.
De plus, comme nous fravaillons sur des animaux entiers, I'ADN 18S de I'néte est bien plus
abondant que celui des communautés profistes associées, qui sont alors masquées. Pour
pallier & cela, il a fallu développer des techniques pour réduire voire supprimer
'amplification de I'information génétique de I'hdte de nos échantillons. Deux types
d'amorces ont alors été développées : les amorces spécifiques des communautés
protistes, 18SV1V2SP, et les amorces bloquantes, réduisant I'amplification de I'ADN 18S des
mollusques, 185V4BP. Toutes deux ont rempli leur objectif, avec une suppression complete
de l'information génétique de I'hdéte dans le cas des amorces spécifiques, cependant, la
forte amplification des Embryophyceae (plus d'un million de séquences) correspondant &
de la laitue (nourriture du mollusque) a partiellement masqué celle des communautés
protistes symbiotiques. C'est ce qu'ont démonftré les amplicons obtenus avec I'utilisation
des amorces bloguantes, qui, bien que n'empéchant pas entierement I'amplification de
I'ADN des mollusques, permettent l'identification d'une plus grande proportion de
séguences de proftistes présents chez ces derniers. Les principaux taxa identifiés sont les
Amoebozoa et les Alveolata. Dans cette étude, les communautés bactériennes ont
également été analysées et les résultats ont révélé une corrélation entre les communautés
protistes et bactériennes en termes de richesse spécifigue et de beta-diversité. Plus
précisément, les regroupements des mollusques selon leur microbiote protiste et bactérien
se superposent, ce qui peut traduire d'une interaction entre les communautés,
notamment dans des cycles biogéochimiques. En effet, une étude a publié un modeéle de
consommation/production du carbone dans une zone pélagique de I'Arctique et prend
justement en compte les interactions des microorganismes profistes et bactériens
(Thingstad et al., 2008). Dans cette étude, les hbétes ne semblent pas influencer la
structuration des communautés profistes, contrairement a celle des bactéries, suggérant
que les premiéres sont plus impactées par I'environnement, dont I'effet fort a également
été démontré dans cette étude. Il se peut que les microorganismes eucaryotes se
nourrissent de ces communautés bactériennes (Raven et al., 2005), ou soient associés a

des communautés bactériennes et/ou virales qui leur sont propres (Boyer et al., 2009;
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Moliner et al., 2010), ce qui expliquerait cette corrélation. Par ailleurs, des travaux
antérieurs ont également identifi€¢ une espece de protistes au sein des mollusques,
Capsaspora owczarzaki appartenant au regne des Filastrea, groupe d'opisthokontes
proche de la racine (Suga et al., 2013). Ces organismes unicellulaires amoeboides sont
capables de détruire les sporocystes de schistosomes dans les tissus des mollusques
(Owczarzak et al., 1980; Stibbs et al., 1979). Bien que C. owczarzaki n'ait pas été retrouvé
parmi les communautés protistes amplifiées, un genre phylogénétiquement proche
d'opisthokonte unicellulaire, Anurofeca, de la famille des Amoebidiaceae, a été identifié.
Cette famille avait déja été identifiée dans certains individus dans une étude précédente
(Hertel et al., 2004). La régulation des population d'anoures Bufo calami par ces profistes
a déja été démontrée, par séquestration de nutriments dans le systéeme digestif (Beebee
& Wong, 1992), cependant, aucune interaction de ce genre n'a, a ce jour, été démontrée
chez Biomphalaria. La proximité phylogénétique de ces protistes avec le prédateur de
sporocystes de schistosomes, C. owczarzaki est une voie intéressante 4 suivre, dans le
contexte du phénotype de résistance au parasite. En effet, bien qu'aucune étude ne fasse
état de cette méme capacité a prédater les sporocystes chez Anurofeca, il serait
intéressant de la tester. La mesure de la prévalence de ce taxon dans les différentes
souches de B. glabrata, serait une piste a explorer afin d'établir si une corrélation existe
entre sa présence et le phénotype de compatibilité des escargots. Cette premiere étude
des communautés protistes associées 4 plusieurs souches de notre modéle reste,
cependant, préliminaire, et une analyse plus approfondie, avec un plus grand nombre de
réplicats est & envisager, des lors que les amorces spécifiques sont mises au point et

efficaces.

La partie caractérisation du microbiote bactérien a été plus exhaustive car le nombre de
réplicats biologiques nous permet de conclure de maniere plus catégorique, et les outils
utilisés sont au point et utilisés depuis longtemps. En effet, la boucle V3V4 de I'ARNr 16S est
utilisée comme marqueur dans de nombreuses études. Les taxa bactériens les plus
abondants étaient principalement représentés par les familles des Rhodobacteraceae,
des Commamonadaceae et des Xanthomonadaceae, toutes tfrois appartenant aux
Proteobacteria, et par les Flavobacteraceae (Bacteroidetes). Bien que Allan et ses
collaborateurs ne soient pas rentrés dans les détails de la composition bactérienne de la
souche guadeloupéenne de B. glabrata dans leur étude (Allan et al., 2018), les mémes
familles dominantes ont €té décrites dans des souches brésiliennes, au cours de nofre
étude en séquencage massif (Portet et al., 2018) tout comme lors des travaux antérieurs
en cultivable (Silva et al., 2013). La correspondance avec les fravaux d’Anadis Portet,

auxquels j'ai été associée, était attendue caril s'agit d'individus du méme élevage, donc
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maintenus dans les mémes conditions, et échantillonnés a environ un an d'intervalle. En
revanche, I'étude sur la flore cultivable a porté sur des individus originaires d'une autre

localité du Brésil et maintenus dans un autre laboratoire.

L'analyse des communautés bactériennes des différentes souches et especes de
Planorbidae a révélé l'existence d'un core microbiote par souche (défini par les familles
étant absentes au maximum d'un individu de la souche). Celui-ci représente donc la part
stable des communautés bactériennes. La composition de ce core microbiote était
cependant variable entre les souches étudiées, ce qui traduit d'une structuration par
I'néte. Les familles formant le core étaient également parmi les plus abondantes de
l'ensemble du microbiote, ce qui suggére une importance de ces familles dans
I'nolobionte : leur abondance peut éire l'indication d'un réle potentiel dans la physiologie
de I'néte. L'exemple le plus fort est celui des individus Bulinus truncatus pour qui la famille
des Mycoplasmatacea représente a elle seule presque 50% du microbiote total. Un
membre de cette famille a déja été décrit des mollusques comme Achatina fulicula
(Pawar et al., 2012) et les huitres (de Lorgeril et Lucasson ef al., 2018; Fernandez-Piquer et
al., 2011; King et al., 2012). Une amélioration de la fitness a été suggérée chez ces
derniéres, une corrélation entre la présence de ces bactéries et la réduction de la
mortalité face a une infection virale ayant été mise en évidence (de Lorgeril, Lucasson et
al., 2018), tout comme chez les isopodes qui survivent mieux, malgré un apport insuffisant
en nutriments, lorsqu'ils portent des Mycoplasma-like (Fraune & Zimmer, 2008). De futurs
travaux portant sur le lien entre les Mycoplasmataceae et différents traits d'histoire de vie
de B. truncatus pourraient étre intéressants, notamment I'exploration du lien entre cette
famille bactérienne et l'immunité antiparasitaire. En effet, la corrélation entre la présence
d'une espece appartenant a cette famille et I'amélioration de la survie chez I'nuitre face
a un pathogéne suggére une implication, directe ou indirecte, de cette famille dans
l'immunité de son hote. Bien que les mollusques hotes soient trés différents, I'exploration de
ce lien reste une voie intéressante a explorer. Dans tous les cas, l'interaction entre les
mollusques et leur core microbiote est encore peu documentée, car peu d'études ont

caractérisé cette part invariable du microbiote (Rosenberg & Zilber-Rosenberg, 2018).

Le patron de phylosymbiose obtenu entre les souches de mollusques et leur microbiote (et
méme leur core microbiote) suggére un effet fort de I'néte dans la structuration de ce
dernier. Ce patron décrit la correspondance de la phylogénie de I'néte, déterminée par
I'évolution, et du dendrogramme de la composition des communautés bactériennes,
pouvant notamment étre liée a I'écologie (Brucker & Bordenstein, 2011; Brucker &

Bordenstein, 2012; Franzenburg et al., 2013; Fraune & Bosch, 2007). Le terme de
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coévolution ne s'applique pas directement a la relation enfre un hote et son microbiote,
car la composition de ce derier est complexe et diverse, et les interactions entre les
différents taxa, avec I'hdte et avec I'environnement ne sont généralement pas clairement
établies. La phylosymbiose correspond plutdét dans ce cas d une éco-évolution entre les
deux parties, n'impliquant pas nécessairement de coévolution, de cospéciation, de co-
cladogénése ou de co-cladodiversification, ces termes impliquant I'émergence de
nouvelles especes a partir d'un ancétre commun ( Brucker & Bordenstein, 2011; Brucker &
Bordenstein, 2012; De Vienne et al., 2013). Brucker et Bordenstein ont précisé que la
phylosymbiose "does not presume that microbial communities are stable or even vertically
fransmitted from generation to generation" ('ne présume pas que les communautés
microbiennes soient stables niméme transmises verticalement d'une génération al'autre”),
mais plutdét que le niveau de divergence génétique des hdtes est associé au taux de
divergence de leurs communautés associeées (Brucker & Bordenstein, 2011; Brucker &
Bordenstein, 2012). Un patron de phylosymbiose a été décrit entre différentes especes de
guépes parasitoides du genre Nasonia, et entfre plusieurs especes d'Hydra (Brucker &
Bordenstein, 2013; Fraune & Bosch, 2007). Dans la littérature ce patron de phylosymbiose
est notamment soutenu par les observations d'une plus forte variabilité interspécifique
gu'intraspécifique, et d'une réduction de la survie et/ou des performances lors de
transplants interspécifiques de microbiote, méme entre espéces proches (Rosenberg &
Zilber-Rosenberg, 2018). Le patron de phylosymbiose se retfrouve avec le core microbiote
de nos Planorbidae, ce qui est une indication supplémentaire d'une possible éco-
évolution entre I'néte et ses symbiotes. Mener une étude similaire sur un plus grand nomibre
d'espéces sera nécessaire a une meilleure compréhension de la relation éco-évolutive
gu'elles enfretiennent avec leur microbiote. Morgan et ses collaborateurs ont établil’arbre
phylogénétique des Planorbidae (Morgan et al., 2002), I'étude du patron de
phylosymbiose a partir des membres de I'ensemble des especes de cette phylogénie
serait intéressant dans ce contexte. Dans certains modéles, une partie du microbiote peut
étre tfransmise sur des centaines, voire des milliers de générations. Kwong et Moran ont
estimé que le microbiote trés spécialisé des abeilles avait co-évolué avec son hdte depuis
des millions d'années (Kwong & Moran, 2016). Cependant, il s'agit, dans le cas des abeilles
melliferes, d'un microbiote réduit, composé de moins de 10 taxa bactériens, et les études
sur ce modeéle sont nombreuses. De plus, le comportement de trophallaxie pourrait
contribuer a la stabilisation du microbiote, ce qui pourrait expliquer une si forte
spécialisation. Quoi qu'il en soit, le microbiote de notre modeéle est loin d'étre si bien
caractérisé et méme son acquisition et sa transmission sont encore inconnues. En effet,

nous ne disposons encore d'aucune information sur I'évolution des communautés
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bactériennes au cours de la vie des mollusques. Il serait intéressant d'analyser ces
communautés le long de la vie de ces dermiers, et de tester la possibilité de transferts

verticaux et horizontaux de microorganismes.

L'expérience de jardin commun a par ailleurs permis de tester la robustesse du patron de
phylosymbiose et de la spécificité inter-souche des communautés bactériennes dans un
environnement commun. Bien que les résultats aient confirmé sa spécificité, la variabilité
interindividuelle du microbiote des individus d'une méme souche, en dépit du manque
d'analyses statistiques, semble plus faible que celle en bacs séparés par souche et donc
pofentiellement liee aux différences de conditions de maintien. Il est possible que la
densité d'individus dans les paniers ait favorisé les fransferts de bactéries, ce qui pourrait
expliquer une homogénéisation du microbiote de ces individus. Afin de tester cette
hypotheése, une nouvelle expérience de jardin commun pourrait étre menée, sur un pas
de temps plus long ou encore les pontes d'une souche pourraient étre isolées puis les
juvéniles maintenus dans des bacs ayant contenu des souches différentes. Sila spécificité
de ce microbiote demeure dans ces expériences, alors I'effet hdte serait bien le facteur
majeur, dans nos conditions expérimentales, déterminant la composition des
communautés bactériennes. Il faut cependant garder a l'esprit que cette étude a été
faite sur des individus de laboratoire et ne permet, en aucun cas, de conclure sur la
composition du microbiote des mollusques sauvages. L'hypothése d'une éco-évolution
entre les escargofs et leur microbiote ne pourra étre confiimée que si le patron de
phylosymbiose se retrouve entre souches directement prélevées sur le terrain. C'est, par
ailleurs, I'objectif d'un projet annexe auquel je suis associé (voir conclusions et

perspectives).

Lors de I'expérience en bacs séparés par souche, les individus ont été maintenus a jeun
pendant une semaine. Or, I'alimentation a déja été montrée comme facteur déterminant
dans 'acquisition et la dynamique du microbiote dans plusieurs modéles, comme par
exemple les drosophiles (Chandler et al., 2011). Une diéte prolongée perturbe fortement
leur microbiote, ce qui a des incidences notamment sur leurs comportements de
reproduction (Sharon et al., 2011). Dans mon étude, j'ai maintenu un bac d'individus
conftréles, de la souche BgBRE, qui ont été nourris ad libitum jusqu'a échantillonnage (une
semaine). Les premiéres analyses ont révélé une homogénéisation du microbiote chez les
individus nourris, avec une plus grande proportion de Tenericutes que chez les individus &
jeun. Ceci peut suggérer que la salade utilisée pour nourris les mollusques contient des
organismes appartenant a ce clade. Cela peut également suggérer que des bactéries

appartenant aux Tenericutes sont impliquées dans la digestion des aliments.
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Comme certains travaux l'ont révélé, certains taxons bactériens peuvent étre spécifiques
des différents compartiments de I'néte. C'est le cas du microbiote endémique de
I'némolymphe de certains crustacés (Wang & Wang, 2015). Nombreuses sont les études
qui se sont focalisées sur le microbiote du systeme digestif de leurs modeles, cependant,
nous avons choisi de fravailler sur le microbiote de I'animal entier. La question de la
spécificité fissulaire de ce microbiote demeure donc et pourrait étre indicative de l'impact
potentiel qu'il a sur les fonctions bioclogiques de I'hdte. C'est pour cette raison que des
individus de la souche BgBRE ont également été maintenus, dans les mémes conditions
que les autres (G jeun pendant une semaine, méme densité d'individus), et qu'au moment
de I'échantillonnage, ils ont été disséqués sous la loupe binoculaire, et certains de leurs
organes ont été individualisés. Nous avons choisi de garder séparément la radula, qui sert
a la prise alimentaire des mollusques et qui est a I'extrémité du tube digestif. Ce dernier a
également été individualisé, I'cesophage, I'estomac et l'intestin ensemble, séparés de Ia
glande digestive. Le pied, qui est la partie la plus en contact avec I'environnement et qui
est recouvert de mucus a également été séparé des autres organes. Le reste des organes
a été groupé par individus et congelé. Les premiers résultats ont montré une composition
bactérienne similaire entre les différents compartiments, excepté la radula pour lagquelle
les Bacteroidetes sont beaucoup plus abondantes. La radula étantimpliguée dans la prise
dlimentaire et en contact avec I'environnement, ceci peut suggérer que ce taxon
bactérien est particulierement abondant dans I'environnement ou encore qu'il joue un

réle dans la prise alimentaire et la digestion.

Ces résultats ouvrent la voie de la compréhension de linteraction entre les mollusques
hotes intermédiaires de Schistosoma spp. et leur microbiote. Il s'agit de la premiére étape
essentielle au décryptage de linteraction tripartite entre le parasite, les mollusques et les
microorganismes symbiotiques de ces derniers. En effet, les différents protagonistes
interagissent les uns avec les autres, ce qui peut avoir une incidence sur I'ensemble de

l'interaction.

Le systéeme immunitaire de I'hdte peut, effectivement, interagir avec son microbiote.
Notamment, I'équilibre homéostatique entre I'hdte et le microbiote, de sorte d éviter que
ce dernier ne devienne délétére (exemple des coraux et des Symbiodiniaceae (Baker et
al., 2018)) peut étre maintenu soit par un contrdle par le systeme immunitaire de I'hote
(Hooper et al., 2012), soit par une tolérance de ce systéme immunitaire (Pradeu & Vivier,
2017). Dans notre modeéle, la dysbiose induite par la perturbation du systéme immunitaire
suite a une infestation (Pinaud et al., 2016; Portet et al., 2018, 2019), puis la résilience du

microbiote une fois le systéeme immunitaire basal de I'hbéte rétabli suggere un contréle de
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ce dermier sur le maintien de I'homéostasie. Il est possible que linfestation détourne
l'attention du systéeme immunitaire qui maintient I'hnoméostasie des communautés
microbiennes. Celles-ci peuvent alors échapper d sa pression et éfre modifiées. Le retour
du systeme & un niveau basal, suivi par une résilience du microbiote, suggere qu'il est alors
replacé sous le contrdle du systéme immunitaire (Portet et al., 2018). En somme, le systéme
immunitaire ne serait plus capable de maintenir 'homéostasie apres un stress biotique, ce
qui engendrerait une dysbiose, et I'ensemble peut entrainer un déséquiliore pouvant

affecter la fitness de I'néte (Contijoch et al., 2019).

Le microbiote peut également interagir avec limmunité de son héte en produisant des
effecteurs immunitaires, comme par exemple des espéces réactives de I'oxygene (ROS)

ou des peptides antimicrobiens (AMP) (voir |. E. 2.).

Le microbiote et les pathogénes ou parasites peuvent également interférer de plusieurs
maniéeres. lls peuvent agir en synergie, le microbiote en place aidant, par exemple, le
parasite a s'établir. Il peut également améliorer son infectivité, comme I'a montré une
étude sur le virus o'nyong-nyong pour qui la flore d'’Anopheles sp. est nécessaire pour
maximiser son infectivité (Carissimo et al., 2014). La co-occurrence de symbiotes de tiques
avec la présence de pathogenes laisse également supposer qu'une synergie existe entre
les deux parties, bien que cela reste encore a confirmer (Moutailler et al., 2016) A l'inverse,
les deux protagonistes peuvent avoir des effets antagonistes, comme le microbiote
d'Anopheles sp. qui réduit la tolérance du systéme immunitaire de son hote face d une
infestation a Plasmodium en augmentant sa tolérance & sa propre présence (Habtewold
etal., 2017), ou I'endosymbiote Wolbachia capable d'améliorer la résistance des isopodes
Armadillidium vulgare et Porcellio dilatatus face & une infection par des bactéries du
genre Listeria ou Salmonella (Braquart-Varnier et al., 2015). A l'inverse, les pathogenes ou
parasites peuvent également manipuler, voire étre délétére envers le microbiote, certains
réduisant la charge bactérienne d'un organisme, comme le virus de la dengue chez
Aedes sp. (Ramirez et al., 2012). Les bactéries Bacillus thuringiensis sont également
capables de modifier le microbiote, ce qui améliore la tolérance de I'ndte A. aegypti

envers elles (Tetreau et al., 2018).

Enfin, le systeme immunitaire de I'nbéte et les pathogenes interagissent également avec les
mécanismes associés d la réponse immunitaire, que le parasite cherche & contourner ou
a contrer (voir . B.). La réponse immunitaire de I'ndte peut également étre médiée parle
microbiote par une stimulation de celle-ci (voirl. E. 2.), ou parle maintien d'un niveau basal

de l'immunité. Cela a été montré chez Aedes sp., dont le microbiote maintiendrait la voie
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Toll activée ce qui induirait alors une réponse plus rapide et plus efficace face au virus de

la dengue (Ramirez et al., 2012; Xi et al., 2008).

Afin de déchiffrer linteraction fripartite entre le parasite Schistosoma, son hote
intfermédiaire B. glabrata et le microbiote bactérien de ce dernier, une partie de ma thése
a été consacrée d I'analyse de la dynamique du microbiote au cours d'une infestation.
Nous avons choisi d'étudier cette dynamique en utilisant plusieurs combinaisons hote-
parasite présentant des profils de compatibilité différents, car ces différences suggerent
des capacités immunitaires variées entre les souches. Par exemple, la composition
microbienne de la souche BS90 des mollusques trés incompatible a linfestation, a I'état
naif est trés différente de celle des autres souches de B. glabrata. Il est possible que la
réponse immunitaire de cette souche soit frés efficace et que I'on observe une forte
modification des communautés bactériennes au moment de l'infestation. A l'inverse, il se
peut que la différence de composition du microbiote traduise d'un niveau immunitaire
basal déja tres élevé, et que l'infestation ne provoque pas de modifications tres fortes.

Dans ce cas, le microbiote ne serait pas modifié par la présence des parasites.

Il sagit ici de la premiere étude de la réponse du microbiote face a une infestation
parasitaire en prenantle phénotype de compatibilité en compte. En effet, nos précédents
travaux ont analysé cette réponse chez BgBRE mis au contact de sa souche sympatrique
de parasite, et d'une souche adllopatrique (Portet et al., 2018). Cette étude a montré une
perturbation de la flore bactérienne au cours de linfestation, différente selon les
combinaisons. Dans le cadre de ma thése I'analyse de la dynamique du microbiote dans
des combinaisons sympatriques et allopatriques, cette fois en faisant varier a la fois la
souche du parasite, mais aussila souche des mollusques, a permis d’'étudier I'impact de la
co-évolution et les différences d'interactions immunobiologiques entre les deux
protagonistes sur la perturbation bactérienne. En effet, nous savons que la nature
sympatrique ou dllopatrique des interactions influe sur le type de réponse immunitaire
induite (Portet et al., 2019) et nous supposons que le systéme immunitaire joue un réle dans
le maintien de I'hnoméostasie du microbiote (Pinaud et al., 2016; Portet et al., 2018, 2019).
L'étude de la dynamique du microbiote bactérien au cours d'une cinétique d'infestation,
dans des combinaisons sympatriques et allopatriques est donc un nouveau pas en avant

dans la compréhension de l'interaction tripartite.

De nombreuses études ont démontré le réle des symbiotes dans les interactions
hote/parasite de différents modeles (voir . E. 2.). Dans notre modeéle, nous cherchons a
caractériser un lien eventuel de cause a effet entfre le microbiote et la compatibilité des

combinaisons hoéte-parasite. Or, par exemple, les résultats de caractérisation ont
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démontré la présence de bactéries appartenant au phylum des Actinobacteria, dont on
sait gu'elles ont un réle dans la production de molécules antimicrobiennes. Nous avons
notamment identifié des séquences du genre Streptomyces, connu pour sa capacité a
produire de nombreux métabolites secondaires aux propriétés antimicrobiennes. Il ne
s‘agit Id que d'un genre et d'un phylum bactérien, connus pour leurs produits
antimicrobiens, mais il se peut également que parmiles communautés identifiées, d'autres
taxa aient des capacités antimicrobiennes ou de compétition. Le réle ou l'impact du
microbiote d'un organisme a souvent été déterminé gréce a l'utilisation de traitements
anfibiotiques (voir I. E. 2.). L'induction d'une dysbiose du microbiote de B. glabrata, suivie
d'une infestation parasitaire devrait donc permettre, gréce a I'analyse du phénotype de
compatibilité, de définir un lien de cause & effet entre le microbiote et la réponse

immunitaire de son héte mollusque.

Ce lien pourrait étre d0 & des interactions longues entre les mollusques et le microbiote.
En effet, ces interactions longues peuvent conduire & I'acquisition d'avantages sélectifs.
Par ailleurs, il existe de nombreux exemples de transferts de genes enfre organismes,
comme par exemple l'intégration de séquences de virus dans le génome de Iépidopteres,
qui serviraient de support a des tfransferts de génes entre ces insectes, et des guépes
parasitoides dont ils sont la proie (Gasmi et al., 2015). Dans le cas du modéle B. glabrata,
les mollusques sont capables de synthétiser une toxine formant des pores B, la
Biomphalysine, identifiée il y a quelques années au laboratoire (Galinier et al., 2013) et
efficace dans la lutte contfre S. mansoni. Or, il se trouve que la structure de cette toxine
est frés similaire & des toxines naturellement exprimées chez des bactéries du genre
Clostridium et Aeromonas, deux genres bactériens qui se retrouvent, par ailleurs, parmiles
communautés bactériennes des escargots, suggérant qu'il y a potentiellement eu des
transferts de genes entre le microbiote et I'néte mollusque (Pinaud et al., in prep.). Outre
les effets bénéfiques que le microbiote peut avorr, il existe des exemples dans lesquels les
microorganismes associés a un héte peuvent, au contraire, étre déléteres. L'endosymbiote
du genre Wolbachia est bien connu pour sa prévalence inégalée dans le regne animal
et ses capacités a fortement impacter la reproduction de ses hdtes, en induisant divers
processus, tels que lincompatibilité cytoplasmique, la féminisation des mdles, la mort
sélective des males (male-kiling) ou encore linduction de la parthénogenése chez les
femelles infectées (Werren et al., 2008). Ces bactéries sont également capables de
moduler limmunocompétence de leurs hbtes isopodes, en diminuant la quantité
d'hémocytes produits par les femelles qu'elles infectent (Braquart-Varnier et al., 2008). Le
décryptage du réle du microbiote bactérien dans notre modeéle pourrait donc tout aussi

bien nous révéler une synergie enfre ces communautés bactériennes et les parasites,
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améliorant ainsi leurs capacités d'infestation. Le parasite pourrait €également, au cours de
son infrusion dans le mollusque, entrainer avec lui des bactéries capables de I'aider &

s'infroduire dans les tissus.

Afin de tester le lien entre le microbiote et I'immunité antiparasitaire des mollusques, nous
avons mis les mollusques de la souche BgBAR en contact avec des antibiotiques, puis
analysé les prévalences et intensités des infestations parasitaires. Bien que les résultats
préliminaires de cefte partie de ma these ne soient pas trés robustes (faibles effectifs
d'échantillons, nécessité de mises au point pour les gPCR, peu de conditions différentes),
les fraitements antibiotiques et la dysbiose gu'ils induisent ont bel et bien un effet sur
l'efficacité de l'infestation parasitaire. L'intensité de l'infestation parla souche sympatrique,
SMLE, est, en effet, diminuée apres les traitements antibiotiques et la dysbiose qu'elle induit,
bien que la prévalence reste inchangée. La coévolution des deux protagonistes et les
adaptations locales qu'elle a induites pourraient expliquer que la stratégie d'implantation
du parasite soit déstabilisée face a un hote dont limmunité et les communautés
bactériennes ont été modifiées. Malgré cela, cette souche est trés virulente (Moné et al.,
2010a), ce qui expliqgue que la prévalence ne soit pas modifiée. A l'inverse, la souche
allopatrigue SMBRE, qui n'a pas coévolué avec la souche de mollusque, pourrait profiter
de la perturbation de I'immunité et du microbiote de I'héte pour mieux s'implanter, ce qui
expliguerait I'amélioration de la prévalence. Enfin, la souche SmMGH2 a été décrite comme
peu performante (Moné et al., 2010a), et malgré sa coévolution avec sa propre souche
sympatrique BgGUA et les adaptations spécifiques associées, moins de 50% des individus
de ces mollusques sont infestés (Theron et al., 2014). Les perturbations du microbiote et de
limmunité de I'note, par les traitements antibiotiques, ne semblent pas suffisantes &
améliorer ses capacités d'infestation, la prévalence et l'intensité ne sont donc pas

modifiées.

Ces différences peuvent étre liées aux modifications du microbiote de I'néte que les
fraitfements induisent. La dysbiose par les traitements antibiotiques a, en effet, bel et bien
été confirmée sur la charge totale de 16S et sur certains taxa bactériens spécifiques. Un
effet direct des antibiotiques sur limmunité de I'hdéte pourrait également agir sur

I'expression de genes immunitaires par exemple.

L'analyse du différentiel d'expression de genes impliqués dans I'immunité du mollusque
permettrait également d'étudier la perturbation du systéme immunitaire suite aux
traitements antibiotiques, etl'utilisation du systéme CRISPR-Cas? ou de RNAI, de déterminer
s'il s'agit d'un effet direct ou indirect du microbiote. Ces techniques pourraient notamment

étre utilisées pour modifier ou inactiver des géenes impliqués dans le contréle bactérien,
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comme les AMP. La Biomphamacyne samble un bon candidat, étant celle dont
I'expression varie le plus au cours de |la dysbiose (voir ll. C. 1.) Les traitements pourraient
également étre plus forts, avec une augmentation des doses ou I'utilisation de cocktails et
ainsi perturber le microbiote de maniére plus drastique. Les familles bactériennes
cultivables identifiées dans une étude précédente se sont notamment toutes révélées
sensibles au meropenem (Silva et al., 2013), ce traitement pourrait donc étre envisagé. En
paralléle et pour continuer le décryptage du lien entre le microbiote et l'immunité de
I'néte, une autre étude a consisté en I'analyse du microbiote en fonction du profil de
compatibilité. Deux sous-populations de la souche BgBAR ont été sélectionnées en
laboratoire, I'une sensible (0% de prévalence) et I'autre résistante (15% de prévalence)
face a la souche SMVEN de parasite. La comparaison des communautés bactériennes
de ces différentes populations, en comparaison avec la population d'origine (55%) a
démontré une spécificité du microbiote au phénotype de compatibilité & I'état naif.
L'étude de la dynamigue de ces communautés au cours d'une infestation n'a, en
revanche, pas montré de dysbiose claire induite par la présence du parasite. Les analyses
doivent étre approfondies et la composition du microbiote étudiée plus précocément
apres 'infestation afin de déterminer si une dysbiose se met en place comme observé
précédemment (voirlll. B.). La spécificité observée pourrait étre I'indication d'un lien entre
la compatibilité et le microbiote. Il est possible que des familles bactériennes spécifiques
soient essentielles & une immunité plus efficace contre le parasite. Il se peut également
gue le niveau basal de I'immunité soit différent entre les souches, impactant I'homéostasie
avec le microbiote et donc sa composition. Enfin, I'hypothése que la sélection des
populations ainduit la sélection d'un microbiote particulier n’est également pas & exclure.
La sélection de phénotypes sensibles et résistants dans d’autres souches de mollusques et
I'étude du niveau d’expression de géenes immunitaires, comme les AMP, permettraient

d'approfondir ces résultats.
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VI. Conclusion et perspectives

Tout au long de mes travaux de these, j'ai étudié le microbiote dans le contexte de
l'interaction tripartie avec les hétes intermédiaires et leurs parasites du genre Schistosoma,
vecteur de la bilharziose. Les résultats que j'ai obtenus ont apporté de nouvelles clefs dans
la compréhension de ce modele et ouvrent de nouvelles voies a explorer dans la lutte
confre ce parasite. En effetf, si le réle du microbiote dans la réponse immunitaire
antfiparasitaire des mollusques parvient & étre clairement établi, des applications sont
envisageables dans le développement d'outils de médiation vectorielle comme des

fransfections de microbiote de souches résistantes a des souches sensibles.

Il faut cependant garder & l'esprit que ces expériences ont été menées sur des animaux
élevés en laboratoires depuis de nombreuses générations et que les résultats ne refletent
paslaréalité dansle milieu naturel. De nouvelles expérimentations doivent étre envisagées
a partir d'animaux échantilonnées directement du terrain pour envisager le
développement d'applications dans la lutte contre le parasite. C'est justement le but
d'une étude préliminaire a laquelle j'ai été associée, et dont I'objectif est de caractériser
le microbiote bactérien d'individus de I'espéce Bulinus truncatus échantillonnés dans
différentes zones de Corse. Cette premiere étude pourrait nous donner un apercu de la
composition et de la spécificité des communautés bactériennes entre différentes
populations de Corse, ouvrant ainsi la voie d la compréhension des interactions tripartite
parasite-héte-microbiote dans le milieu naturel. L'étude menée par Ducklow et ses
collaborateurs sur la souche guadeloupéenne de B. glabrata a démontré les individus de
laboratoire avait une densité bactérienne plus forte que ceux échantillonnés sur le terrain
(Ducklow et al., 1979). Les auteurs ont fait I'nypothése d'une corrélation entre la densité
de bactéries du microbiote et la densité d'individus par souche, ce qui suggéere des
transferts entre individus. Les résultats menés sur une souche brésilienne ont révélé des
résultats similaires, avec une forte différence de diversité bactérienne entre individus de

laboratoire et individus sauvages (Silva et al., 2013).

Certaines bactéries pathogénes transgéniques ont été développées, comme Bacillus
turingiensis intégrées dans des cultures pour agir comme insecticide naturel (grce a des
toxines qu'elles produisent) (Bravo et al., 2011). La sélection de bactéries transgéniques
dont les génes sont capables d'exprimer des produits délétéres pour le schistosome est
donc envisageable dans notre modéle, dans I'objectif de réduire la prévalence des
infestations. Le développement d'outils de médiation vectorielle revét, en effet, une
grande importance, dans notre modeéle donc I'un des protagonistes est le responsable de

la deuxieme zoonose mondiale. Cependant, il reste encore beaucoup 4 apprendre sur
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l'interaction entre le schistosome, son hote intermédiaire Planorbidae et le microbiote de

ce dernier.

Nous avons choisi de nous focaliser sur le réle du microbiote dans la réponse immunitaire
de son héte mollusque dans le confexte de l'interaction hoéte/parasite. Il est pourtant
possible que les communautés microbiennes soient impliquées dans une autre fonction
physiologique, telle que I'assimilation de nutriments, le développement etc, qui auraient
potentiellement un impact indirect sur I'immunité des mollusques. En effet, si certaines
familles bactériennes améliorent la fitness de I'hdte par leur implication dans I'assimilation
ou la production de nutriments par exemple, les capacités immunitaires de celui-ci
pourraient alors s'en tfrouver améliorées, lui garantissant une meilleure défense contre les
parasites. L'implication du microbiote dans le développement de son hote a déja été
démontrée, notfamment chez le moustique (Wang et al., 2018). Dans ce modele, le
microbiote est également connu pour impacter les interactions hétes-pathogenes (Engel
& Moran, 2013; Jupatanakul et al., 2014). |l serait donc intéressant d'étudier I'implication
du microbiote dans le développement larvaire des mollusques et d'explorer I'existence
d'une corrélation avec l'interaction héte-parasite. L'étude de I'expression de génes
impliqués dans différentes fonctions biologiques des escargots, et leur variation suite a une
dysbiose pourrait notamment permetire la mise en évidence de l'implication des

microorganismes dans ces fonctions.
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Résumé

Tout organisme vivant est confronté & des microorganismes, qu'ils s'agissent de bactéries, de virus, de
champignons ou de protistes, & un moment ou un autre de sa vie. Le microbiote largo sensu représente
l'ensemble de ces microorganismes, présents dans un hote a un temps T. |l est, depuis plusieurs années,
considéré comme un compartiment & part entiere de son hote. Il peut avoir un impact sur différentes
fonctions biologiques de I'héte, telles que la nutrition, le développement ou encore limmunité. Il peut
ainsi jouer un réle clef dans les interactions entre organismes, notamment les interactions hétes/parasites
ou hétes/pathogénes, en améliorant le systéme immunitaire de son héte ou en impactant directement
l'envanhisseur. Le cas de Biomphalaria glabrata et autres Planorbidae, hbtes intermédiaires du parasite
Schistosoma sp., agent responsable de la bilharziose, est un modeéle parfait pour I'étude du réle du
microbiote dans les interactions hotes/parasites. En effet, la compréhension de l'interaction du ver avec
son héte intermédiaire notamment pourrait ouvrir la voie vers de nouvelles mesures de lutte, comme le
blocage de son cycle. La caractérisation du microbiote des mollusques et son rdle dans l'interaction est
donc une piste intéressante & explorer. Au cours de cette these, j'ai (i) caractérisé le microbiote bactérien
et protistes de différentes especes de Planorbidae afin de le comparer en fonction de la phylogénie des
mollusques ; (i) étudié la dynamique des communautés bactériennes au cours d'une cinétique
d'infestation chez différentes souches de B. glabrata et (iii) perturbé le microbiote bactérien et observé
les conséquences surla résistance des mollusques face aux parasites afin de mettre en avant un potentiel
réle de ces bactéries dans l'immunité de leur hdte. L'un des résultats principaux de cette thése est Ia
spécificité forte des communautés bactériennes a la phylogénie de leur héte, qui va jusqu'd former un
patron de phylosymbiose. De plus, une variation dans l'intensité ou dans la prévalence de l'infestation a
été soulignée, selon la combinaison héte/parasite, apres une perturbation du microbiote, suggérant un
lien entre ce dernier et I'immunité antiparasitaire des mollusques. Ce travail de thése est donc un premier
pas dans la compréhension de la relation tripartite entre un parasite, son héte intermédicire et le
microbiote de ce dernier, pouvant, d terme, ouvrir de nouvelles perspectives dans la lutte contre 'agent
responsable de la bilharziose.

Abstract

Every living organism is faced, eventually, to microorganisms, whether they are bacteria, viruses, fungi or
proftists. Microbiota largo sensu represent all these microorganisms, living in a host a T time. It is considered,
since years, as an integral compartment of its host. It can affect several host functions, like nutrition,
development or immunity. Thus, it can play a key role in interactions between organisms, notably
hosts/parasites and hosts/pathogens interactions, improving the immune system of its host or directly
affecting the invader. The case of Biomphalaria glabrata and other Planorbidae, infermediate hosts of
Schistosoma sp. parasites, responsible agent for bilharzia, is a perfect model to study the role of microbiota
in host/parasite interactions. Indeed, understanding the interaction between the worm and its
intermediate host could open the way for new measure to fight it, as blocking ifs lifecycle. The
characterization of mollusks' microbiota andits role in the interactionis, thus, aninteresting way to explore.
During my PhD, | (i) characterized the bacterial and protist microbiota of several Planorbidae species in
order to compare it according to host phylogeny; (i) studied the dynamic of microbiota bacterial
communities during an infection kinetic in different B. glabrata strains and; (iii) disturbed the bacterial
microbiota and observed the consequences on the mollusks resistance to parasite, in order to highlight
a potential role of these bacteria in their host immunity. One of the main results of this work is the high
specificity of bacterial communities fo their host phylogeny, displaying a phylosymbiosis pattern.
Moreover, a variation in infection intensity or prevalence has been highlighted, depending on
host/parasite combination, after a microbiota disturbance, suggesting a link between the latter and the
antiparasitic immunity of mollusks. Thus, this PhD work is a first step in the understanding of the fripartite
interaction between a parasite, its intermediate host and the microbiota of the latter that could, in time,
open new perspectives in the fight against the responsible agent of bilharzia.
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