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Effondrement des colonies d’abeilles domestique

Introduction
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Plateforme ESA -
Epidémiosurveillance santé animale \!/




Les facteurs de stress et leurs impacts

Introduction

Biotiques
(b)

Abiotiques

Pakwan et al., 2017

A

¢
de AN

De Guzman et al., 2011

Réponses de I'abeille
- Immunité sociale
- Immunité individuelle




Les facteurs de stress et leurs impacts

Introductio

Biotiques

Abiotiques

Pakwan et al., 2017
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De Guzman et al., 2011
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Nosema ceranae B4
Nosema apis

Réponses de I'abeille
- Immunité sociale
- Immunité individuelle




Projet de these

Introductio

Développer des outils de
diagnostic/pronostic

utilisables sur le terrain ou en

laboratoire a moindre co(t

EChelle
Echantillo

de la ColOnie

Nhage >

Identifier des biomarqueurs de I'infection




Approche méthodologique

JO J1
Emergence Jeline

R"n

Introductio

J3 J6,J14 ou J15
J2 Transfert dans Collectes tissus
Infection exp. les cages post-inoculation

15h dans les
conditions de
laboratoire

24h dans les S ~ «/‘
conditions de 1 3 /
laboratoire T

Abeilles nourries individuellement
jusgu’a consommation totale

Collecte (max. 24h)

Chaque cone contient 100
uL de sirop avec 10°
spores (sirop a 50%)

Apport méthodologique
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Tube Digestif
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Approches de spectrométrie de masse :
- LC-ESI-MS/MS
- MALDI-BeeTyping®
- Imagerie MALDI (IMS)




Principe de MALDI BeeTyping®

l 2013-2016 : Projet HBT ~ T
Sl gl Ra

| I ‘ l/)'l' 5 partenaires ,.h

Financé par FEAGA* et France Agrimer
Hemato Bee Test® | Arafah et al., Proteomics 2019 7e"

Créer la séquence

Collecte
Echantillon + Matrice MALDI-MS

hémolymphe

+ acide

“—————

Acquisition spectre Analyse statistique

* Fonds européen agricole de garantie
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Démonstration d’un prélevement d’hémolymphe
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Spectre de masse d’un échantillon d’hémolymphe

Introduction
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Impact de la nosémose sur le systeme circulant M .@
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|Identification de marqueurs moléculaires discriminants
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Impact de N. apis sur le systeme circulant 13 Jp.i.

Variance Explained (%)
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6 6
Principal Component

Différence Intensite Intensite p-value p-value
Masses (Da) entre les moyenne moyenne  p-valueT- Mann- Anderson
moyennes (u-a) (u-a) test Whitney Darling
Controle Infectée

1055,22 1,3 2,49 3,79 0,0253 0,000539 < 0,000001
2069,26 0,6 4,04 4,63 0,325 0,0116 0,000101
2125,73 15,21 11,11 26,32 0,00122 <0,000001 < 0,000001
2991,23 1,38 10,03 11,41 0,412 0,0153 < 0,000001
3005,19 2,46 4,52 6,98 0,000182 0,0000315 < 0,000001
3350,06 1,62 4,64 3,02 0,00317 0,00446 < 0,000001
4362,58 1,11 5,96 4,84 0,0253 0,0138 0,414
5200,51 0,73 1,97 2,7 0,00118  0,0000387 0,0108

5210,8 0,85 1,92 2,77 0,000202 < 0,000001 0,0106
5605,53 0,44 1,46 1,9 0,0562 0,0121  0,00000522
5750,11 1,21 4,4 3,18 0,00118 0,000757 0,0736
5772,46 0,64 2,61 1,97 0,000872  0,000478 0,414
5791,44 0,69 2,37 1,69 0,0000843 0,0000387 0,0425

5965,4 20,71 70,87 50,16 0,000986  0,000757 0,209
5981,03 15,64 68,82 53,17 0,00317 0,00325 0,38
6121,77 1,07 5,96 4,89 0,027 0,0116 0,233

6289,1 0,67 1,47 0,8 0,0000966 0,0000387 0,0000027
6304,27 0,66 1,46 0,79 0,0000657 0,0000315 0,0000061
8192,09 0,13 0,54 0,67 0,0881 0,000283 < 0,000001
9344,49 0,07 0,36 0,44 0,0253 0,0114 0,38
9375,55 0,09 0,33 0,41 0,000986  0,000757 0,228
9396,36 0,1 0,34 0,44 0,000719  0,000392 0,0604
11951,58 0,05 0,38 0,33 0,0388 0,0264 0,414
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Mise en place d’'un dosage colorimétrique

Substrat de la réaction Enzyme

Introduction

Produits de la réaction

Apparition d’une coloration jaune

N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide + H,0 > 4-nitroaniline + N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe

DO (405nm)

05

04

0.3

0.2

0.1

Chymotrypsine

Dilutions hemolymphe | ——  gans inhibition
— H1 = Avec AMCI

Temps (min)

H1 :
: dilution 1/5

: dilution 1/10
H4 :

H3

H5

Développement d’un kit colorimétrique

Bania et al., 1999

non diluée

dilution 1/100

: dilution 1/1000
: AMCI purifié
: Sans inhibition
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Perspectives

Compléter notre base de
données microsporidies
Suspensions microsporidies

MALDI Biotyping

2

Développer un kit de pronostic sur la
base de I'expression du Collagene IV
Broyat de TD
LC-ESI-MS/MS et LFQ

Développement des kits de
pronostic/diagnostic

Approfondir les analyses pour
comprendre le role de 'AMCI
Hémolymphe d’une abeille
MALDI BeeTyping®

Acquérir de nouvelles images
d’abeilles infectées par Nosema spp.
Corps entier
MALDI-IMS

[l’» 14
Application au suivi de
la santé d’une colonie

TR fi
» A“
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Et maintenant?

“Tfremer

NSy e
MICRO-ARN S
SEX & STRESS

Projet FEAMP porté par Dr Benjamin Geffroy




Les miARN — biogénese et mode d’action

Cap.
Primary miRNA (pri-miRNA) : produit de transcription
(par Pol 1) de 1000 nucleotides environs
A -
" 1 Drosha  pri-miRNA clivé par le complexe DGCRS8 - Drosha
“:” ””H :””” ”H E Production d’un precursor microRNA (pre-miRNA)
Noyau

1 m Transport du pre-miRNA dans le cytoplasme

Cytoplasme : :: : E:: ::

1 Dicer pre-miRNA clivé par la protéine Dicer

e B | Obtention d’un brin unique par I'action de la protéine AGO2

Le miARN est intégré dans le complexe RISC (RNA-induced
WU \RISC | silencing complex), le tout se fixe sur ’ARN messager et
AGO bloque sa traduction

Plasma mRNA _—~ MARN clivé ou inhibition de la traduction 9



Les miARN — marqueur du sexe

Il existe des miARN différentiellement exprimés
d’un tissus a l'autre :
- Chez I'anguille pre-mir202 (Geffroy et al., 2016)

B
g :
pre-miR202
&1 b b
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. SEX & STRESS
L%
F’1 F'Z 1'1 I'Z W;‘ 'v‘12
- mir202-3p retrouvé chez le flétan (Bizuayehu et Premiers candidats
al., 2012) identifiés chez le bar

- autres candidats (let-7a et miR-143), chez
medaka miR-202-5p (Qiu et al., 2018)
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Les miARN — marqueur de stress

Impact du stress sur la croissance, la reproduction, le systeme immunitaire...

Stress aigle J+1 Stress aigue
Confinement Choc thermique

Stress chronique pdt 14 jours

O Bacs controles

oH Bacs stressés

o]
o LOH

90 ; Dosage cortisol miARN spécifiques
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Intérét pour problématiques Aquacoles & Halieutiques !

i—‘ e @i e R S, NG, O & SN — .
N\ N e eSS N ==
S_ewEs/

T e e e

Ombrine

" Turbot




Stratégie générale

,,,,,, O

Tache 1: Collecte d’échantillons sanguin (Métropole & Martinique)

v

Tache 2: Découverte miARN marqueurs

SRV
e

Tache 4: Identification des miRNA cibles Stress

Tache 3: Validation cible sexe

_ gzd é

Tache 5: Développement du biocapteur sanguin a miRNA

Gain de
signal

§ : q Tache 6: Test in situ
s ¥ =L N
E (mV)
23

Tache 7 : Coordination du projet, synthéese et diffusion des résultats

J(wA.cm?)




Objectif final

Développement d’un nanobiocapteur chimique a miARN

- ldentification du sexe

- Evaluation du stress
=> rapide, peu colteux et utilisable sur le terrain

24
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MICRO-ARN
SEX & STRESS

Sophie Hermet : f“s,

(UM) Benjamin Geffroy  Alexander Goikoetxea
(Ifremer) (Ifremer)
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s marine biodiversity
exploitation & conservation

SmartBee team dirigée par
Panuwan Chantawannakul

cAMPUS &%, (© CMU
F RAN C E A‘ ’A / . Chiang Mai University
campusfrance.org
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