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Evaluation de I'impact de la pollution micro-plastique sur le microbiote
intestinal et la vulnérabilité des tortues CAOUANnnes (Caretta caretta) du
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Contexte

* La pollution parles microplastiques desocéans est un probleme international
grandissant (24 milliardsde particules / 500 000 tonnes).

* Les microplastiques (particules entre 0,1 um et 5 mm) sont omniprésents et
persistent probablementdes siecles dansle milieu marin

e Cette pollution affecte particulierementla mégafaune marine qui
les ingere accidentellement.

* Les impacts de l'ingestion de microplastiquessont multiples:
réduction de I'efficacité d'assimilation des aliments, retard de
croissance, impacts négatifs sur la reproduction, réduction de la
survie et de lalocomotion, capacités cognitives altérées....
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Contexte

Le microbiome intestinal assure des fonctions
vitales pour tous les organismes vivants
(digestion, production de vitamines,

immunité...)

Les microplastiquesont un effet délétere sur
le microbiome intestinal

La dysbiose du microbiome intestinal
pourrait étre le chainon manquant entre

I"ingestion de microplastiqueset la santé de
I"hote.
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Mechanical Disruption

e Malnutrition

e Inflammation

e Nanoplastics cross
biological barriers

Pathogen Vector

e Hitchhiking, non-core bacteria

e Potential pathogens

e Competition for limited
resources

s o

. . Inmmune Host hormone
Chemical Disturbances

! system signaling
e Endocrine disruptors
e Environmental pollutants '

Direct Indirect

Gut dysblosis

(Chronic) diseases ® Deteriorated host ® Pathogenic infections e Altered gene capacity

health and expression



Contexte

Forte vulnérabilité des tortues marines a la pollution aux
plastiques (forte longévité, especes hautement migratoires, visual
feeders)

Contamination extrémement sévere en mer Méditerranée et
chez la tortue caouanne

Espece la pluscommune et |la plus répandue dansle bassin
méditerranéen mais considérée comme «vulnérable»



WP1: Elaboration d’un protocole standardisé

d’échantillonnage et d’analyse du microbiote intestinal des
tortues marines.

* Les connaissancessur la diversité du microbiome intestinal de |la tortue caouanne sont pourl’instant limitées.

-Effectifs faibles

-Peu de déterminants de la tortue ou de I’environnement testés
-Aucune standardisation du modes de prélevements et des primers utilisés

Comparative analysis of gut bacterial communities of green turtles (Chelonia )
mydas) pre-hospitalization and post-rehabilitation by high-throughput G
sequencing of bacterial 16S rRNA gene

Md. Shamim Ahasan™*, Thomas B. Waltzek®, Roger Huerlimann®, Ellen Ariel®

A First Insight into the Gut Microbiota
of the Sea Turtle Caretta caretta

Khaled F. A. Abdelrhman’, Giovanni Bacci’, Cecilia Mancusi?, Alessio Mengoni™*,
Fabrizio Serena? and Alberto Ugolini’

RESEARCH ARTICLE
Fecal bacterial communities of wild-captured and
stranded green turtles (Chelonia mydas) on the Great

Barrier Reef

Md. Shamim Ahasan®*!, Thomas B. Waltzek?, Roger Huerlimann?
and Ellen Arjel!

Impact of Plastic Debris on the Gut
Microbiota of Caretta caretta From
Northwestern Adriatic Sea

Elena Biagi'?, Margherita Musella’2, Giorgia Palladino’2, Valeria Angelini?, Sauro Pari3,
Chiara Roncari?#, Daniel Scicchitano™2, Simone Rampelli', Silvia Franzellitti2* and
Marco Candela’2*



WP1: Elaboration d’un protocole standardisé
d’échantillonnage et d’analyse du microbiote intestinal des
tortues marines.

Individus vivants Individus morts

[ Faeces Cloaca Lavement cloaco-colique ] [ Cloaca Lower intestine ]

Métabarcoding sur V3-V4 du 16S rDNA

* Equivalence des différents proxys du microbiote intestinal?
* Equivalence des microbiotes entre les états pré et post mortem?
 |dentification du meilleur proxy du microbiote intestinal?



WP1: Elaboration d’un protocole standardisé
d’échantillonnage et d’analyse du microbiote intestinal des

tortues marines.

* Faisabilité d’obtenir cet effectif en tortue vivantes et morte? Délais estimé?

Bilan des effectifs présents actuellement en centre? Projection?

e Organisation pour I'acces aux échantillons?

Echantillons déja présents dans banque de donnée INDICIT? Quelles métadata associées?
Faisabilité du lavement cloaco-colique?

Individusvivants Individus morts

[ Faeces Cloaca Lavement cloaco-colique } [ Cloaca Lower intestine ]




WP2: Caractérisation et Quantification de la Dysbiose

Intestinale en lien avec la contamination microplastique et
conséquences sur la santé des tortues marines.

|) Caractériser et quantifier les dysbioses du microbiote intestinal associées a la pollution

microplastique
II) Mettre en évidence une relation entre dysbiose et index de santé chez la tortue caouanne

- » Echantillonssanguins:
Sk -Réponse immuno-inflammatoire (Cytokines, NFS)

-Fonction hépathique (Gamma-GT)

Ecailles:
-Stress chronique

Echantillonsde féces : = AL PN
-Microplastiques “ el e Rl (o5 Salive:

- 1574 :
-Réponse immuno-inflammatoire (Calprotéine) " -Stress oxydatif (Lyzozyme, TAS)
-Microbiote intestinal (Communauté totale et
pathogéenes)

- » Efficacité nutritionnelle:
-BMI

Parasitose externe <«




WP2: Caractérisation et Quantification de la Dysbiose

Intestinale en lien avec la contamination microplastique et
conséquences sur la santé des tortues marines.

Microbiota alpha & beta diversity
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WP2: Caractérisation et Quantification de la Dysbiose

Intestinale en lien avec la contamination microplastique et B, Ve , o |
conséquences sur la santé des tortues marines. R d 1] o YRS
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Relation entre concentration/diversité en plastiques et diversité/composition du microbiote et
Indices de santé de la tortue
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WP2: Caractérisation et Quantification de la Dysbiose

Intestinale en lien avec la contamination microplastique et
conséquences sur la santé des tortues marines.

Faisabilité des différentes analyses? Identification de besoins de mise au point?
Elaboration des protocoles nécessaire pour chaque analyses?

e Colt associés a chague analyses?
Recueil de données provenant de tortues d’autres zones de la MED (gradient de plastique)?

Ecailles: & _ » Echantillonssanguins:
-Stress chronique SR -Réponse immuno-inflammatoire (Cytokines, NFS)
BeZegdset -Fonction hépathique (Gamma-GT)

Echantillonsde féces :
-Microplastiques «
-Réponse immuno-inflammatoire (Calprotéine)
-Microbiote intestinal (Communauté totale et
pathogéenes)

- » Efficacité nutritionnelle:
-BMI

Parasitose externe « —




Résultats attendus

Elaboration d’un protocole standardisé
d’échantillonnage du microbiote intestinal
a diffuser au sein des réseaux de suivi
des tortues marines

Relation entre dysbiose du microbiote et
variabilité des index de santé chez la
tortue caouanne

Ecologie

Quantification de la dysbiose du
microbiote intestinal en relation avec les

concentrations en microp|astiques Produire des indicateurs de suivi de la Santé

des populationsde tortues caouannes utiles
aux gestionnaires de I'environnement
occitan
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Planning

Mois
7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24

Recueil des tortues caouannes au niveau des centres
de réhabilitation (CestMeD, CRAC, CRAM,
RTMMEF, CEFE)

Echantillonnage du microbiote pour WP1 (MARBEC,
CRARC, CRAM, CestMED, VirginiaTech)
Meta-barcoding, bioinformatique et biostatistique
(MARBEC, SETE)

Echantillonnage du microbiota pour WP2 (MARBEC,
CRARC, CRAM, CestMED, VirginiaTech, SETE,
CEFE)

Dosage index salivaires, écailles, sanguins et fécaux
(CHU Nantes/SETE/MARBEC)

Valorisation, communication et rapport final

 Mse au point et mesure des indices de santé des le début
* Possibilité les banque d’échantillons existantes pour les tortues mortes?



Budget global, répartition annuelle et entre unites.
Fonctionnement : 29420 euros

Echantillonnages tortues: 4000 € (CRARC/CRAM/SETE & CestMED/RTMMF/CEFE
Extractions et amplification 16S (Kit Powersoil, Taq, 380 éch) :6300 € (MARBEC)
Séquengage (2 flow cell illumina Miseq, 380 éch): 8400 € (MARBEC, années 1 et 2)
Analyses abondance et composition des microplastiques (100 éch) : 4000 € (CEFE, année 2)
Dosage index de santé sanguins et fécaux (100 éch) : 3000 € (CHU Nantes/SETE, année 2)
Dosage index de santé €cailles (100 éch) : 3000 € (MARBEC, année 2)

Meeting (11 pers, repas seulement) : 660 € (MARBEC, années 1 et 2)

Missions : 2600 euros
Mission  ¢échantillonnage au CRARC/CRAM et CestMed: 2600 € (CHU
Nantes/VirginiaTech/SETE, années 1)

Contrats : 7800 euros
2 stages de Master 2 : 7800 € (MARBEC/SETE/CEFE, années 1 et 2)




Budget prévisionnel en HT CAOUA :

2021 2022 2023 Total
Fonctionnement 4000 (CEFE) 7570 (MARBEC) | 10570 (MARBEC) | 21360 (MARBEC)
220 (MARBEC) | 4000 (CEFE) 3000 (MARBEC) | 8000 (CEFE)
Mission 2600 (MARBEC) 2600 (MARBEC)
Contrat 3900 (MARBEC) | 3900 (CEFE) 3900 (MARBEC)
3900 (CEFE)
Total 4220 18070 17470 27860 (MARBEC)
11900 (CEFE)

= 39760 euros




-
N i
PaulinelRROVIN:

St e_Libr\atC'sure
Ingenieur
B rouineprovinggmaleom

&g Pems8
Perms A2

¥ Monde
@ 072607

A Langues
Anglais
Matrise ocalks at rédactionnedle,
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Stage Etude et Gestion des Ecosystémes Marins
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Expériences

2020-2021
Bénévole au Centre d'Etude et de Sauvegarde des Tortues marines de Méditerranée
(CestMed), Grau-du-Rol, France.

Gestion des réseaux socaux (Instagram et Facebook), cré
plage pour LaDRE
pettoyage du centre de r

& un film sur les prospections de
rage de leur carap: des blessures),
abilitation, side aux formations :

ortues marines (nett

mermbres et des bénévoles, visite
guidée du centre de réhabilitation

Septembre 2020
Surveillance bénévole du nid de tortue marine avec Sidonie CATTEAU, Saint-Aygulf, France.

Amélioration de mes connaissances sur les pontes de tortues marines, récolte de données de température,

1* Juin-17 Juillet 2020
Stage au CESTMed, Grau-du-Rol, France.

. theo.guls1 @gmali.com Animations ludiques pour les moins de 6 ans et pour les 7-12 an sensibiliser les enfants A la
3 A protection des tortues marines, visite guidée du centre de réhabilitation, prospection de plage, soins des
tortues marines, entretien du centre de soin et du centre de réhabilitation, side aux prises de sang
retichés de tortues marines.
0 383 rue des gris 51190 Avize
Aolt 2019
Stage dans un centre de recherche en biologie marine 3 Mossel Bay en Afrique du Sud d'une
Q 06-17-54-54-98 durée d'un mols.
Suivi des populations de dauphins et baleines, récolte de données sur le déplacement des requins blancs

ur les roussettes, identification des espéces d'élas

ranches & partic

identific ét
d sur les roussettes, cours théoriques sur les élasmobranches.

2018-2019-2020
Survelllant de baignade au niveau des piscines de Brest et de Vertus (Mame).
Animation tous publics, surveillance des bassins.

Compétences
-Maitrise de I'outil informatique

Formations
-Octobre 2021 : Inscris pour la formation carte verte tortues marines avec le RTMMF.

-Maitrise de logiciel de traitement
de données (Excel, Rstudio,
Python, Genepop, SIG)

-2020/2021 : Master 1** année Sclences de la Mer, parcours Océanographie Biologique et
Ecologie Marine (OBEM), & Marsellle avec 12,657 de moyenne. (33/62 au S1 et 2/35 au S2)

-2019/2020 : Acquisition de la Licence Blologle des Organismes et des Populations -

-Maltrise de logiclel de montage Environnement & Brest avec 14,217 de moyenne (classement : 7/157).

(Davinci Resolve)

-2018 : obtention du BNSSA (Brevet National de Sécurité et de Sauvetage Aquatique) et du

-Niveau 81 Anglals, A2 Espagnol PSE1 (Premier Secours en Equipe de niveau 1).

-Dynamique, Ponctuel

-2017 : ob du baccalauréat Sc fique option Sciences de la Viet et defa T =
tion Assez blen. -
-Organisé, Impliqué mention Assez blen \
Centres d'intérét

-grand intérét pour la biologie marine et particuliérement pour les tortues marines, lecture de thése, de rapports sclentifiques et
participation & des confé £5 SC fi (a3 Oc lis, Brest).

-pratique différents sports la ion en ¢ étl le crossfit, la course a pled et la plongée sous-marine.
-titulaire du permis B et du permis bateau.

-titulaire du Niveau 1 et du Niveau 2 de plongée, Je posséde mon équipement complet.



Perspectives

* Extension de I'étude a d’autre zones géographiques et d’autres especes
* Extension de I’étude a I'archéome, a I'eukaryome
e Cas spécifigue des magnétobactéries et lien vers TORPP

"l.

o . ‘_;-:' -‘- . ', ¥ il .
" Turtle OFlentatlon ﬂ! !S! Pollutlon

an(

http://www.torpp.net/index.php
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Communication

https://biodivoc.edu.umontpellier.fr/recherche/projets-pilotes/projet-caoua/

Projet pilote CAOUA

Evaluation de 'impact de la pollution micro-plastique sur le microbiote intestinal et la vulnérabilité des tortues CAOUANnnes
(Caretta caretta) du Golfe du Lion.

La pollution par les microplastiques des océans est un probléme international grandissant, menagant
particulierement la faune marine qui les ingére accidentellement. Une fois a Uintérieur des organismes,
ces particules comprises entre 0,1 um et 5 mm issues soit directement de la fabrication industrielle (e.g.
microbilles cosmétiques), soit de la fragmentation de déchets plastiques dans l'environnement, peuvent
altérer le bon fonctionnement du microbiote intestinal (flore instestinale) entrainant des effets néfastes
sur la santé des organismes marins, voire leur mort.

Le projet CAOUA vise a comprendre les perturbations du microbiote intestinal associées a la pollution
microplastique et a en mesurer U'impact sur la santé d’'une espece menacée et particulierement vulnérable
a ce type de pollution : la tortue caouanne (Caretta caretta).




Communication
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