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Résumé : La génomique est une science moderne qui
a eu son essor grace a I’évolution des technologies de
séquencage et de cartographie optique. En seulement
guelques années nous sommes passés de I'étude d’un
géne a celle de tout un écosystéme complexe. Les
connaissances qui en découlent sont multiples et
touchent un trés large éventail des domaines de la
biologie : la microbiologie, la santé, I'agronomie,
I’écologie, la paléontologie, I'écotoxicologie...., allant
du fondamental a I'appliqué. Les connaissances
apportées par la génomique a permis dans un premier
temps de mieux comprendre le fonctionnement des
génomes et ouvre désormais la possibilité d’étudier les
relations existantes entre les organismes d’un
écosysteme.

Dans ce mémoire, je vais vous présenter diverses
utilisations de la génomique pour répondre a des
questions scientifiques différentes. La comparaison
de la mise en évidence de variants structuraux chez
les plantes, I'étude d’un écosystéme anthropique,
I’analyse des acteurs principaux qui le composent et
la recherche de solutions alternatives aux plastiques
conventionnels qui sont responsables d’une
pollution émergente, seront abordés.

Title : Titre (en anglais).... Use of genomics in microbiology and microbial ecology

Keywords : Genomics (OMICs), Optical mapping, Microbial ecology, Plastic pollution

Abstract : Genomics is a modern science that has
taken off thanks to the evolution of sequencing and
optical mapping technologies. In just a few years, we
have gone from studying a gene to studying an entire
complex ecosystem. The resulting knowledge is
multiple and affects a very wide range of fields of
biology: microbiology, health, agronomy, ecology,
paleontology, ecotoxicology, etc., ranging from
fundamental to applied. The knowledge provided by
genomics initially made it possible to better
understand the functioning of genomes and now
opens up the possibility of studying the existing
relationships between organisms in an ecosystem.

In this manuscript, | will present various uses of
genomics to answer different scientific questions.
Comparison of the highlight of structural variants in
plants, the study of an anthropogenic ecosystem, the
analysis of the main actors that compose it and the
search for alternative solutions to conventional
plastics which are responsible for emerging
pollution, will be discussed.
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Préambule

Ce mémoire retrace les activités de recherche que j’ai menées depuis ma thése et tout au long de ma
carriere effectuée au Genoscope. Le Genoscope est le centre national de séquencage spécialement créé en
1997, pour une durée de 10 ans, pour la contribution francaise au séquencage du génome humain. Devenu
une référence nationale et internationale pour la qualité des données produites, le Génoscope a poursuivi
son chemin en intégrant le Commissariat a I’Energie Atomique et aux Energies Alternatives (CEA) en 2007.
Composé des Laboratoires de Séquencage (LS) et d’Informatique Scientifique (LIS) ainsi que de I’Unité Mixte
de Recherche “Génomique Métabolique” (UMR8030), le Genoscope, dirigé par Patrick Wincker, constitue

désormais un service au sein de I'Institut de biologie Frangois Jacob du CEA.

Dés mon arrivée, a la création du Genoscope, ma mission a été de mettre en ceuvre des technologies
allant de la biologie moléculaire a la bioinformatique pour obtenir la meilleure qualité possible des
séquences génomiques produites par le Centre. Mes armes, je les ai faites sous la direction de Roland Heilig
lors du séquengage complet du génome de I'archae hyperthermophile Pyrococcus abyssis GE5 et celui du
Chr 14 du génome humain. C’'est en 2000 que Jean Weissenbach, directeur du Genoscope de I'époque, m’a
confié la responsabilité du Laboratoire de Finition (LF) dont la mission premiére était de prendre en charge
I’'assemblage et la finition du séquencage de novo de génomes microbiens (< 20 Mb). En 2015, le LF a été
restructuré pour donner naissance au Laboratoire de Biologie Moléculaire pour I'Etude des Génomes
(LBIOMEG) qui assurait une veille technologique et développait de nouvelles méthodes (et /ou protocoles)
de biologie moléculaire appliqué(e)s au domaine de la génomique. Ce Laboratoire se trouvait a I'interface
entre le LS pour lequel nous mettions en place certains protocoles, le LIS qui nous apportait du soutien aussi
bien en termes de systéeme qu’en bioinformatique et le Laboratoire d’Analyse Génomique des Eucaryotes
(LAGE), pour lequel nous apportions notre expertise pour I'amélioration des assemblages et une validation

in vitro de prédictions in silico. )’ai dirigé ce Laboratoire jusqu’en juillet 2018.

Pendant une grande partie de ma carriére, j’ai été responsable d’un laboratoire appartenant a la partie
« Plateforme » du Genoscope. Je me suis toujours attelée a ce que ce laboratoire soit a la hauteur des
exigences demandées en développant des méthodologies adaptées aux évolutions du séquencgage et
surtout en essayant d’étre innovante. Mais mon role de responsable ne se limitait pas simplement a faire
évoluer le Laboratoire. Depuis sa création, le Genoscope travaille en collaboration avec des organismes
académiques qui soumettent des projets soit via des appels a proposition, soit dans le cadre de projets pour
lesquels les collaborateurs contribuent financierement au séquencage, soit encore en tant que partenaire
lors de demandes de financement principalement a I’agence nationale de la recherche (ANR). A ce jour, j'ai
eu la responsabilité de plus de 120 projets correspondant principalement au séquencage d’un ou de

plusieurs (méta)génomes procaryotes (totalisant plus de 220 (méta)génomes). Mes références



bibliographiques (Annexe 1) permet d’avoir un apercu de la diversité de ces différents projets. Par ailleurs,
au début des années 2000, le LF étant I'un des seuls laboratoires en France a faire de la finition de génomes

microbiens, j’ai eu un réle de consultante et le Laboratoire a accueilli et formé des équipes collaboratrices.

En tant que Ingénieure-Chercheure du CEA, je me suis tout naturellement et trés régulierement
impliquée dans la réflexion de I'analyse des (méta)génomes des projets que j'avais en collaboration. En
paralléle, j'ai développé de la recherche et développement au sein du laboratoire, comme par exemple
I'amélioration de I'extraction d’ADN de trés haut poids moléculaire (>100kb) qui est un vrai défi chez les
plantes lié a la présence de métabolites secondaires. Ce n’est que récemment que j'ai souhaité orienter ma
carriere pour développer mon propre sujet de recherche. Les activités de recherche que je vais vous
présenter dans ce mémoire s’inscrivent dans ce cadre et concerne: (i) I'utilisation d’instruments de
cartographie optique pour répondre a des questions scientifiques, (ii) I'étude de la pollution des plastiques
en milieu marin et (iii) la recherche de solutions alternatives aux plastiques conventionels. Pour finir ces
activités, je vous proposerai un projet de recherche présentant plusieurs axes pour aborder des solutions

alternatives aux plastiques conventionnels.
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Fabien Joux) a I'Observatoire Océanographique de Banyuls. Travaille en collaboration avec

Jean-Francois Ghiglione.

Evaluations de publications scientifiques

Révision de publications pour BMC Genomics, BMC Microbiology, Environmental Microbiology and

Environmental Microbiology Reports, PLoS Genetics, BioTechniques

Centres d’intérét

o Plongée subaquatique en bouteille a Iair :
- Guide de palanquée, initiateur technique (FFESSM, E2)

- Formateur Environnement et Bio (FFESSM, FB2)
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Encadrement de recherche et de développement
technologiques

|.  Encadrement

Chercheur(e)s en CDD:

e Wahiba BERRABAH (2014 a 2017) : Mise en place (au niveau expérimental et bio-analyse) des
systémes de cartographie optique développés par Bionano Genomics.

e Erwan Denis (2016 a 2018) : Développements de préparation d’ADN génomique de tres haut poids
moléculaire (>100kb) chez les plantes pour une utilisation lors de séquencgage longues lectures

(Oxford Nanopore Technology) et de cartes optiques (Bionano Genomics).

Theses

e Depuis mai 2021 : Co-encadrement de Gabrielle Derippe, co-directeurs de thése Jean-Francois
Ghiglione et Stéphane Bruzaud.

e De 2018 a 2020 : Co-encadrement de Justine Jacquin, directeur de thése Jean-Frangois Ghiglione.
Soutenance de thése de Sorbonne Université intitulée « Ecotoxicologie microbienne des plastiques

en mer : colonisation et biodégradation par la plastisphére » le 16 octobre 2020.

Masters

e Depuis janvier 2022 :
- Safa Habichy, M2 « Biologie », parcours Biologie des organismes et des populations,
Institut universitaire européen de la mer, Université de Bretagne occidentale
- Florent Poubanne, M2 « Microbiologie Fondamentale », parcours Biologie et Santé,
Université Paris-Saclay
e De janvier a juin 2021 : Adéle Wolinski, M2. Master « Biodiversité, Ecologie, Evolution », parcours
EcoPhysiologie et EcoToxicologie, Sorbonne-Université
e D’avril ajuin 2021 : Adele Luthi-Maire, M1. Master « Sciences de la mer », parcours « interactions

biotiques et perturbations anthropiques »

Licences, licences professionnelles
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Nom étudiant(e)s

Nom de la formation

Sujet du stage

Séquengage et assemblage de
Marie-Elise JACQUET e e TeEdelages ;\)Iasmides d"Esche.richia co,Ii,: app.ort 2012
a la compréhension de I'évolution
des B-lactamases.
Khaoula FARHAT Licence Professionnelle de , ,
. . Séquengage et assemblage d’un
MAHMOUD Biotechnologies. . 2013
génome procaryote
Camille ILLIANO Licence de Microbiologie Mise en place d'un protocole
Industrielle et d'amplification du génome d'une 2015
Biotechnologies souche de Thiomonas spp
Camille ILLIANO Licence Professionnelle Evaluation de l'impact du mode de
Microbiologie Industrielle et | conservation des échantillons sur la 2015
Biotechnologies des Cellules | préparation d'ADN de haut poids
et des Organismes moléculaire
- . Licence Professionnelle de
Al S bio-industries et Amélioration des assemblages 2016
biotechnologies

BTS/DEUST
Nom étudiant(e)s Nom de la formation Sujet du stage
Ulierees POILEIERTE DEUST de Biotechnologies | [iuon de génomes bactériens 2009-2010
Bactéries magnétotactiques
Camille ILLIANO BTS N Bio-analyses et Pourquoi séquencer des génomes? 2014
contrbles
Léah Nowominski BTS Bio-analyses et | Etude de la dégradation de Ia 2015
controles Chlordécone par voie biologique
Adaptation dans un environnement
Miranda Sylvia BTS Biotechnologies toxique. L'influence de I’Arsenic et des 2016
biofilms sur la variabilité génomique
de la bactérie Thiomonas sp.

Il.  Enseignements et formations

De 2018 a 2021 : M2 « Sciences, Technologies, Santé », parcours « Microbiologie, Environnement,
Santé », module « Physiologie intégrative des microorganismes », Sorbonne Université : 8h/an
2018, 2021 : M2 « Sciences de la mer », parcours « Interactions biotiques et Perturbations
Anthropiques en environnement marin (IPA) », Université de Toulon : 4h/an

2018 : M2 « Biologie-Santé », parcours « Microbiologie fondamentale », Journée du Master,
Université Paris-Saclay : 2h

De 2016 a 2018 : L3 « Science de la vie », module de Génomique, Université Evry/Paris-Saclay :
2h/an

De 2011 a 2015 : Licence professionnelle de Biotechnologie, Université Paris-Saclay : 4h/an

De 2009 a 2017 : M2 module de Génétique Microbienne, Universités Paris 5, 6 et 7 : 2h/an

De 2008 a 2009 : Formations « Technologies de séquengage, assemblage et finition des génomes

microbiens » : 3h/an
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De 2006 a 2007 : Formations « Annotation and analysis of prokaryotic genomes using the

MicroScope platform », Univ. d’Evry-Val-d’Essonne - Durée de 4,5 jours
2006 : M2 Microbiologie, Institut Pasteur : 2h

De 2002 a 2007 : Accueil et formations de collaborateurs extérieurs

Membre de jurys d’examens

2014 et 2015 : jury du BTS bio-analyses et contrdles de I'Ecole Supérieure des Techniques de

Biologie Appliquée (ESTBA)
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Partenariat dans des projets

|.  Conduite et suivi de projets

e De 2000 a aujourd’hui : responsable de projets collaboratifs (plus de 120 projets correspondant
principalement au séquengage d’un ou de plusieurs (méta)génomes procaryotes (totalisant
environ 220 (méta)génomes)).

e De 201522017 : coordination des projets France Génomique. Depuis 2012, le Genoscope a intégré
avec huit autres plateformes de séquencage, le réseau France Génomique (FG). Le but de cette
infrastructure est de mettre a la disposition des chercheurs académiques une capacité accrue de
séquencage a haut débit et de génotypage. Notre unité est dotée de fonds dédiés a des projets de
grande envergure et a fort impact soumis lors d’appels a proposition. Sur ces deux années, hormis
la responsabilité de la gestion des projets collaboratifs, j'ai suppléé Patrick Wincker dans la

préparation du conseil scientifique pour la sélection des projets.

lI.  Missions

e Expédition Tara Pacifique : Embarquement du 5 nov au 10 déc 2016 : (Moorea (France) - Wallis
(France) et du 29 jan au 5 mars 2018 : Taytay (Philippines) - Sanya (Chine)

Cette expédition s’est déroulée sur deux ans (2016 — 2018) et avait pour but
d’ausculter de maniére inédite la biodiversité des récifs coralliens et leur
évolution face au changement climatique et aux pressions anthropiques. La
goélette scientifique a parcouru plus de 100 000 km en sillonnant I'Océan
Pacifique d’Est en Ouest et du Sud au Nord. Etant plongeuse, j’ai eu I'opportunité
d’intégrer ce programme. Cette mission consistait en des plongées de plus de 2
heures afin de récolter des échantillons de 3 coraux (Pocillopora meandrina,

Millepora platyphylla et Porites lobata) et de les conditionner a bord pour des

analyses de métabarcode, métagénomique et métatranscriptomique en
laboratoire. En revenant a terre, ma mission a été le suivi du séquengage des génomes de référence des

organismes modeles de coraux
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e  Mission MICMAC : Embarquement a bord du Marion Dufresne du 15 au 30 avril 2019: Mayotte -
La Réunion (France) :

L’objectif de cette campagne d’échantillonnage (qui s’est déroulée en
avril 2019) était de faire un état des lieux de la pollution plastique sur les
lles Eparses. L'eau de mer, les sédiments coralliens ainsi que les
macrodéchets sur les plages des fles ont été échantillonnés. Plusieurs

protocoles ont été mis en place afin de couvrir une gamme de taille de

déchets allant de quelques dizaines de centimeétres jusqu’au nanometre.

Bien qu’ayant été impliqués dans I’ensemble des prélévements de cette mission, Jean-Frangois Ghiglione
et moi-méme nous sommes plus particulierement intéressés aux microplastiques (1-5 mm) issus des

échantillons marins et de la laisse de mer. Le rapport final de cette mission a été rendu en juillet 2021.

e Expédition Tara Microplastiques 2019 : Embarquement du 11 au 17 juin, du 6 au 31 juil, du 4 au 10

oct et du 3 au 22 nov : Responsable scientifique a bord

Cette campagne de 6 mois (de juin a novembre 2019) de la
Fondation Tara Océans portait principalement sur
I'identification de la pollution plastique a la source et était
la premiére étude sur les micro- et des nano-plastiques
dans le continuum terre-mer a I’échelle Européenne. Les
études ont été réalisées sur 9 des plus grands fleuves

d’Europe : la Tamise, I'Elbe, le Rhin, la Seine, la Loire, la

Garonne, I'Ebre, le Rhone et le Tibre. Les échantillons ont

été collectés dans le continuum terre-mer a l'intérieur des fleuves, au niveau des estuaires et au large.

Ce projet porté par la Fondation Tara Expéditions reposait sur la complémentarité de plusieurs partenaires
institutionnels dont le LOMIC (CNRS-Sorbonne Université) auquel appartient Jean-Frangois Ghiglione
(responsable scientifique de cette expédition), le Genoscope (CEA Evry), 'IRDL (Univ. Bretagne Sud), le
LEMAR (Univ. Bretagne Occidentale, CNRS, IRD, IFREMER), 'UPEC (Université Paris-Est Créteil), I'IMRCP et
le LA (Univ. Toulouse), le CEFREM (Univ. Perpignan), le LOV (CNRS-Sorbonne Université) et de la société
Plastic@Sea.

Ayant déja embarqué lors de I'expédition scientifique Tara Pacifique, j’ai été en charge de I'organisation a
bord et de la mise en place de tout le matériel avant le départ afin de m’assurer du bon déroulement de la
mission. Durant cette expédition, j'ai été amenée a embarquer a plusieurs reprises aussi bien pour
échantillonner que pour communiquer autour de la mission. J'ai par ailleurs été responsable scientifique a

bord pour les prélevements de quatre fleuves (le Rhin, la Seine, la Garonne/Gironde et la Loire) sur les six
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auxquelles j’ai participé. J'ai, par ce fait, établi des rapports scientifiques de I'échantillonnage pour un grand

nombre de fleuves.

lIl.  Organisation de colloques, conférences

e Journée filiére laitiére, 5 juin 2018, Genoscope, Evry : Organisatrice et intervenante

Cette journée rentrait dans le cadre du projet France NE3 GENOSCOPE " prosrammedecette joumée

Génomique MetaPDOCheese retenu lors de I'appel a VOUS OUVRE SES

PORTES LE
proposition de 2016-2017. Le but de ce projet (toujours en EVFC-LSEBIT 1Y

Accueil 3 partir de 9h30

cours) est de mettre en évidence la nature et le role des

i questions d

moteurs biotiques dans la construction des communautés N L1500

ésentatio

microbiennes des fromages traditionnels. Ce projet fédérateur

pour les filieres fromageres AOP vise a s’approprier les
méthodes de séquengage haut débit de I’ADN et a générer de la connaissance sur la diversité microbienne
des fromages de terroirs, en lien avec les pratiques de production. Il a été mis en place dans le cadre du
réseau Fromages de Terroirs (RMT), a l'initiative de I'INRAE et en lien étroit avec les filieres fromageéres. Il
s’inscrit dans une dynamique plus large du RMT qui vise a déployer les méthodes de métagénomique aupres
des filieres fromagéres traditionnelles, afin de les doter d’outils permettant le pilotage des écosystemes

microbiens en vue de maintenir leur diversité.

Le but de cette journée était de maintenir une dynamique de communication/mobilisation sur le projet, en
attendant les résultats. L'idée était de (i) susciter l'intérét pour les méthodes ‘-omiques’, (ii) favoriser
I"appropriation future des résultats et (iii) créer du lien entre les partenaires du projet. Les participants
étaient aussi bien des acteurs des filieres fromageéres (animateurs, administrateurs, opérateurs) et leurs

partenaires techniques que des scientifiques impliqués dans le projet.

La journée a été rythmée par des présentations orales, des posters, des ateliers sur les applications de la
métagénomique aux questions des fromages et par une visite du Genoscope. Environ 60 personnes ont

assisté a ce colloque.
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e European Bionano User Group Meeting (UGM), 7-8 juin 2018, Genoscope, Evry : Organisatrice et
intervenante

L’entreprise Bionano Genomics (https://bionanogenomics.com) est une société

qui est arrivée sur le marché de la Génomique en 2012/2013. Elle fournit des

instruments qui générent des cartes optiques de génomes qui, a l'origine,

permettaient de vérifier I'intégrité de I'assemblage de novo d’un génome. C'est BIO

dans ce cadre que le Genoscope s’est doté en 2013 du premier instrument de la

firme (appelé Irys). Depuis, I'entreprise s’est développée avec I'instrument Saphyr

et s’est plus orientée dans des applications de recherche et développement (telles que dans les maladies
génétiques ou le cancer) et dans des recherches cliniques. En parallele d’'une rencontre annuelle (qui se
déroulait juste avant le congrés « Plant and Animal Genomics », San Diego) de tous les utilisateurs de leurs
instruments, un atelier spécialement dédié aux utilisateurs européens, et plus orienté sur des modeles
plantes était organisé au printemps de chaque année. Le premier « European plant bionano user forum »
eu lieu a Amsterdam en juin 2015. Dés cette rencontre, j’ai pris une part active dans ces meetings européens
et j’ai proposé que le Genoscope soit organisateur du forum 2018. J’'ai donc organisé cette conférence, qui
s’est déroulée sur deux jours. Une cinquantaine de personnes venant de plusieurs instituts (Accela, CNRGH,
INRAE, EPGV, ENS, Functional Genomics Center Zurich, Genetwister, Max Planck Institute for Evolutionary
Biology, Nottingham University, Nuffield Division of Clinical Laboratory Sciences (Oxford University), Queen
Mary University of London, University of Milan, Verona University, Wageningen University and Research et
du Genoscope) ont répondu présent. Les membres de Bionano Genomics ont présenté les dernieres
avancées et les utilisateurs ont fait des retours concernant les difficultés rencontrées et les résultats

obtenus.
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Diffusion du travail : publications et congres

Publications a comité de lecture

Depuis 1993, 178 publications avec wun h-index de 74 (source Google scholar

https://scholar.google.com/citations?user=ywsREpcAAAAJ&hI=fr) ont été recensés et le nombre de

citations et de publications par an de ces dix derniéres années sont reportés sur la Figure 1.
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Figure 1 : Nombre de citations (A) et de publications (B) par an sur les 10 derniéeres années (source

Google scholar).

Publications les plus significatives sur les 5 dernieres années, non développées dans ce mémoire :

Manzano-Mari N A, Coeur d'acier A, Clamens AL, Orvain C, Cruaud C, Barbe V, Jousselin E. Serial
horizontal transfer of vitamin-biosynthetic genes enables the establishment of new nutritional
symbionts in aphids' di-symbiotic systems. ISME J. 2020 Jan;14(1):259-273. doi: 10.1038/s41396-
019-0533-6.

Jacquin J, Cheng J, Odobel C, Pandin C, Conan P, Pujo-Pay M, Barbe V, Meistertzheim AL, Ghiglione
JF. Microbial Ecotoxicology of Marine Plastic Debris: A Review on Colonization and Biodegradation
by the "Plastisphere". Front Microbiol. 2019 Apr 25;10:865. doi: 10.3389/fmicb.2019.00865.

Monteil CL, Vallenet D, Menguy N, Benzerara K, Barbe V, Fouteau S, Cruaud C, Floriani M, Viollier
E, Adryanczyk G, Leonhardt N, Faivre D, Pignol D, Ldépez- Garcia P, Weld RJ, Lefevre CT.
Ectosymbiotic bacteria at the origin of magnetoreception in a marine protist. Nat Microbiol. 2019
Jul;4(7):1088-1095. doi: 10.1038/s41564-019-0432-7.

Belser C, Istace B, Denis E, Dubarry M, Baurens FC, Falentin C, Genete M, Berrabah W, Chevre AM,

Delourme R, Deniot G, Denoeud F, Duffé P, Engelen S, Lemainque A, Manzanares-Dauleux M,
Martin G, Morice J, Noel B, Vekemans X, D'Hont A, Rousseau-Gueutin M, Barbe V, Cruaud C,
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Wincker P, Aury JM. Chromosome- scale assemblies of plant genomes using nanopore long reads
and optical maps. Nat Plants. 2018 Nov;4(11):879-887. doi: 10.1038/s41477-018-0289-4.

International Wheat Genome Sequencing Consortium (IWGSC); Science. 2018 Aug
17;361(6403):eaar7191. doi: 10.1126/science.aar7191.

La liste compléte des publications se trouve en Annexe 1. Les références en bleues correspondent aux

travaux de recherche décrits dans ce manuscrit.

Communications orales et posters présentés lors de
conférences nationales ou internationales

Communications orales dans des congres internationaux :29
Communications orales dans des congrés nationaux :16

Posters dans des congres nationaux et internationaux : 13

La liste des communications et des posters est présentée Annexe 2. Les références en bleues concernent

celles concernant les travaux de recherche qui sont décrits dans ce manuscrit.

Communications orales a des conférences internationales (5 dernieres
années)

2018:

- Plant and Animal Genome XXVI Conference. “The Pisum Genus: Getting out of Pea Soup!”
Jonathan Kreplak, Mohammed-Amin Madoui, Karine Labadie, Grégoire Aubert, Petr Capal,
Philipp E Bayer, Petr Novak, Anthony Klein, Krishna Kishore Gali, Cyril Fournier, Léo
d'Agata, Ayite Kougbeadjo, Morgane Terezol, Bunyamin Taran, Caroline Belser, Frangoise
Jacquin, Marianne Chabert-Martinello, Marie-Christine Le Paslier, A Bendahmane, Valerie
Barbe, Matthieu Falque, Pavel Neumann, Jacqueline Batley, Clarice J Coyne, Tom
Warkentin, David Edwards, Judith Lichtenzveig, Jiri Macas, Jaroslav Dolezel, Patrick
Wincker, Judith Burstin. San Diego, USA, 13-17 janvier

2017:

- 8. International Conference on Legume Genetics and Genomics (ICLGG). “The pea
genome.” Jonathan Kreplak, Mohammed-Amin Madoui, Karine Labadie, Gregoire Aubert,
Philippe Bayer, P Capal, Anthony Klein, Ayité Kougbeadjo, J Vrana, KK Gali, Carine Fournier,
Léo d'Agata, B Taran, C Belser, Marie-Christine Le Paslier, Abdelhafid Bendahmane, Helene
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Berges, V Barbe, Rebecca Mcgee, Judith Lichtenzveig, Clarice J Coyne, Tom D Warkentin, J
Batley, Jiti Macas, Dave Edwards, Jaroslav Dolezel, Patrick Wincker, Judith Burstin. Siéfok,
Lake Balaton, Hongrie, 18-22 septembre

- Annual Meeting of the Society for Molecular Biology and Evolution (SMBE). “Joining the
team: Co-obligate symbionts of aphids evolving from distantly related bacteria.” Alejandro
Manzano-Marin, Armelle Coeur d'Acier, Anne Laure Clamens, Céline Orvain, Corinne
Cruaud, Valérie Barbe, Emmanuelle Jousselin. Austin, USA, 2-6 Juillet

Communications orales a des conférences nationales (5 dernieres
années)

e 2018: Rencontres ALPHY/GTGC. “Ongoing Symbiont Replacement in the Aphid Cinara strobi.”
Alejandro Manzano-Marin, Armelle Coeur d'Acier, Anne Laure Clamens, Céline Orvain, Corinne

Cruaud, Valérie Barbe, Emmanuelle Jousselin. Montpellier, France, 7-8 février

e 2017: 1. International Conference on Holobionts. “The newcomers: distantly related bacteria have
settled as co-obligate symbionts in aphids.” Alejandro Manzano-Marin, Armelle Coeur d'Acier,
Céline Orvain, Corinne Cruaud, Valérie Barbe, Emmanuelle Jousselin. Paris, France, 19-21 avril

Posters (5 dernieres années)

- 2020: Plant and Animal Genome XXVIII Conference. “Long DNA technologies evaluation for plant
structural variations detection: Nanopore ONT sequencing vs Bionano Genomics optical mapping.”
Aurélie Canaguier, Erwan Denis, Romane Guilbaud, Ghislaine Magdelenat, Caroline Belser,
Benjamin Istace, Cruaud Corinne, Arnaud Lemainque, Patrick Wincker, Marie-Christine Le Paslier,
Patricia Faivre-Rampant, Valérie Barbe. San Diego, USA, 11-15 janvier

e 2019 :.Jinguang Cheng, Justine Jacquin, Caroline Pandin, Charléene Odobel, Philippe Catala, David
Pecqueur, Christophe Salmeron, Mireille Pujo-Pay, Pascal Conan, Boris Eyheraguibel, Anne-Marie
Delort, Valérie Barbe, J Hoypierres, G Deligey, Stéphane Bruzaud, Pascale Fabre, Matthieu George,
Jean-Frangois Ghiglione, Anne-Leila Meistertzheim. « Dégradation des plastiques par les bactéries
marines ». Premiéres Rencontres du GDR Polymeéres et Océans, Créteil, France, 24-26 juin

e 2018:
- 2. Joint Congress on Evolutionary Biology. “Coming and ceasing to be: Evolution of recent
mutualistic associations in aphid endosymbionts.” Alejandro Manzano-Marin, Armelle
Coeur d'Acier, Anne Laure Clamens, Céline Orvain, Corinne Cruaud, Valérie Barbe,
Emmanuelle Jousselin. Montpellier, France, 18-22 ao(t

- 50. anniversary of the neutral theory of molecular evolution; Annual Meeting of the
SMBE.”The coming and going of mutualistic symbionts: The ins and outs of co-obligate
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endosymbiont replacement in Cinara aphids.” Alejandro Manzano-Marin, Armelle Coeur
d'Acier, Anne Laure Clamens, Céline Orvain, Corinne Cruaud, Valérie Barbe, Emmanuelle
Jousselin. Yokohama, Japon, 8-12 juillet

- Plant and Animal Genome XXVI Conference. “Optical Mapping with the Saphyr System on
Plant Genomes.” Erwan Denis, Caroline Belser, Wahiba Berrabah, Ghislaine Magdelenat,
Corinne Cruaud, Arnaud Lemainque, Jean Marc Aury, Valerie Barbe. San Diego, USA, 13-
17 janvier

- Plant and Animal Genome XXVI Conference. “Optimized Methods for High Molecular
Weight Genomic DNA Isolation.” Erwan Denis, Sophie Sanchez, Ghislaine Magdelenat,
Corinne Cruaud, Arnaud Lemainque, Jean-Marc Aury, Valerie Barbe. San Diego, USA, 13-
17 janvier

e 2017:JOBIM. “Ultra High throughput, single molecule mapping of replicating DNA.” Nikita Menezes
Braganca, Francesco de carli, Wahiba Berrabah, Valérie Barbe, Auguste Genovesio, Olivier Hyrien.
Lille, 3-6 juillet

III.  Demande de financements

Les projets de collaborations bénéficient, via les appels a projet, des subventions que le Genoscope
recoit pour la réalisation de travaux de grande envergure ayant un impact sociétal. Néanmoins, pour
permettre de compléter une étude certaines demandes de financement ont été déposées lors d’autres
appels a projet. Ce fut le cas pour les projets Thiofilm et Adamos dont les projets ont été soumis
respectivement a I'’ANR et a CASDAR.

Le projet Thiofilm permettait d’étudier le role des biofilms dans |'adaptation et la variabilité
génomique des bactéries du genre Thiomonas, impliqués dans les processus de remédiation naturelle dans
les drainages miniers. Les micro-organismes jouent un role crucial dans la biosphere, car ils sont impliqués
dans les cycles biogéochimiques des éléments nutritifs y compris le recyclage des substances présentes
dans les déchets. Ces micro-organismes sont par ailleurs des outils biotechnologiques largement utilisés
dans diverses industries, et plus récemment dans les procédés de biorémédiation. L'état physiologique de
ces organismes, et par conséquent leurs capacités métaboliques, dépendent de nombreux facteurs qui
peuvent influencer I'efficacité d’un procédé ou la stabilité d’un écosystéme. Aussi, I'analyse de la diversité
fonctionnelle au sein d’'une communauté et la compréhension des mécanismes d’adaptation d’une
communauté aux contraintes environnementales représentent des objectifs majeurs actuellement en
écologie microbienne. Un budget de ~350K€ a été alloué pour la réalisation de ce projet.

Cette diversité était aussi au coeur du projet Adamos (en lien avec le projet PetaPDOCheeses,
précédemment cité) qui avait pour but d’avoir un nouveau regard sur les écosystemes laitiers et fromagers
: adaptation, développement et appropriations des méthodes omiques a des fins d’écologie microbienne.
La gestion des écosystémes microbiens laitiers et fromagers participe largement a la typicité des fromages.
Avec le développement des outils d’analyse haut débit, les « omiques » fournissent I'opportunité de décrire
I'activité et le role des différents micro-organismes et ce a chaque étape de la fabrication. Ce projet de
recherche et développement ayant un volet de transfert des technologies aux filieres fromageres a obtenu
une subvention de 500 K€ pour ce projet.
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Communiqués de presse, vulgarisation et responsabilité
collective

|.  Communiqués de presse :

L’ensemble des articles de presse et des interviews est présenté en Annexe 3. Ces communications

proviennent essentiellement de la mission Tara Microplastiques 2019.

Il.  Vulgarisation scientifique

Conférences/Journées de sensibilisation

e 2022
e 2021
e 2020:
e 2019
Article

Colloque de collioure - Méditerranée - Climat et risques environnementaux : Prévu le 24
juin, Port-Vendres
Midi Minatec : 1°" Avril, en visioconférence

Conférence Université du Temps Libre (UTL) Evry : 16 dec, en visioconférence

TARA education - échanges entre des chercheur.se.s et des scolaires : 3 mars, 23 nov, 7
dec, en visioconférence

Colloque de Collioure - Méditerranée Climat et risques environnementaux : 25-28 Aout
(Invité mais annulé pour cause de Covid)

Conférence pour Sciences Po Environnement, dans le cadre de la semaine européenne de
la réduction des déchets, dans le but de sensibiliser les éléves de Sciences Po : 23 nov, en
vioconférence

Débat Public - Le Probleme du Plastique dans nos Océans et Nos Vies. Organisé par Les
SeaSters Francaises d'eXXpedition et la Fondation Tara Océan : 12 oct, en visioconférence
Conférence CEA dans le cadre de la féte de la science : Oct, https://youtu.be/5f4jhg8bfEY

Journée de sensibilisation sur la pollution plastique a I'Etang de Berre, 17 oct
Journée de sensibilisation sur la pollution plastique a Marseille, 27 sept

L'article publié dans la revue Subaqua de la Fédération Frangaise d’études et de sports sous-marins
(FFESSM) en Juillet-Aout 2018 (p.24-26) faisait suite a un article scientifique publié relatant I’état des récifs
corallien de I'lle Upolu (état indépendant des fles Samoa) (Ziegler et al.,, 2018).
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Retombées médiatiques :

e 24 mars 2018 : Radio RFI ; L'expédition Tara face a la tragédie de la pollution de I'océan Pacifique.
http://www.rfi.fr/emission/20180324-2-tara-expedition-coraux-pollution-plastique-ocean-
pacifique-mer-chine

e 2 avril 2018: TV Chaine France O; Tara, l'odyssée du corail. 50 minutes.
https://www.france.tv/documentaires/animaux-nature/159345-tara-l-odyssee-du-corail.html

e 26 avril 2018 : Communiqués de presse du CNRS ; Changement climatique et pratiques locales :
double peine pour un récif corallien : http://www2.cnrs.fr/presse/communique/5575.htm

e 30 avrii 2018: LU'Humanité; Les coraux d'Upolu ne refleuriront  plus
https://www.humanite.fr/biodiversite-les-coraux-dupolu-ne-refleuriront-plus-654560

e 2 mai 2018 : Bateaux Magazine ; Conditions climatiques et activités humaines : de fortes menaces
pour les coraux: https://www.bateaux.com/article/28219/conditions-climatiques-activites-
humaines-de-fortes-menaces-coraux

e 2 mai 2018 : Sciences et Avenir; La double peine des récifs coralliens les plus isolés de I'Océan
Pacifigue  https://www.sciencesetavenir.fr/nature-environnement/climat/la-double-peine-des-
recifs-coralliens-les-plus-isoles-de-lI-ocean-pacifique_123530

e 2 mai 2018 : Le Marin; Un récif corallien isolé des Samoa a presque disparu en deux ans
http://www.lemarin.fr/secteurs-activites/environnement/31327-un-recif-corallien-isole-des-
samoa-presque-disparu-en-deux

e 3 mai 2018 : Radio Classique 3 minutes pour la planete ; Le blanchissement massif des coraux du
Pacifique. https://www.radioclassique.fr/radio/emissions/matinale-de-radio-classique/3-
minutes-planete/

e 7 mai 2018 : Le Figaro; Quand activités humaines et climat se conjuguent pour massacrer les
coraux : http://www.lefigaro.fr/sciences/2018/05/07/01008-20180507ARTFIG00201-quand-
activites-humaines-et-climat-se-conjuguent-pour-massacrer-les-coraux.php

e 11 mai 2018: National Geographic; Even remote coral reefs aren't spared from devastation:
https://news.nationalgeographic.com/2018/05/samoan-islands-upolu-coral-reef-bleaching-

climate-change-science-spd/

IIl.  Participation a la mise en place de réseaux scientifiques

La communauté PLASTnet (PlasticNetwork) est un réseau, créer en décembre 2019, qui regroupe a
I’heure actuelle plus de 130 membres rattachés a plusieurs départements du CEA (Département de la
Recherche Fondamentale (DRF), Département de la Recherche Technologique (DRT) et Département des

Energies (DES)). Le but de cette communauté est de créer une transversalité entre la biologie, la (bio)chimie
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et la (bio)physique au service de la fonctionnalisation, du piégeage, de I'extraction et la dépolymérisation
des plastiques et particules de plastiques, avec des applications environnementales et industrielles. Une
vue générale de la communauté, replacée dans le contexte d’'une économie circulaire du plastique est

présentée Figure 2.
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Figure 2 : Vue des axes de recherches de la communauté du réseau PLASTnet dans le cadre de I'économie
circulaire du plastique. Le comité d’organisation est composé de : Virginie Chapon (DRF/BIAM), Muriel
Marchand (DRT/DTCH), Sylvain Nizou (DES), Isabelle Philippe (DRF/ISVFJ), Nathalie Picollet-d’Hahan
(DRF/IRIG), Jean-Philippe Renault (DRF/IRAMIS), Sébastien Rolere (DRT/DTNM), Jean-Frangois Sassi (DRT)
et Valérie Barbe (DRF/IFJ).

Fort de sa multidisciplinarité, PLASTnet est dotée aujourd’hui d’'un comité d’animation, auquel je
participe, constitué d’un représentant de chaque institut de la DRF et de la DRT et DES. Faisant partie du
comité d’organisation depuis la premiére heure de ce réseau, j’ai une part trés active dans I'animation de
PLASTnet. Malgré la situation sanitaire, nous avons organisé trois journées journées « synergies » sur la fin
de vie des plastiques, le recyclage et I'éco-conception durant lesquelles j'ai suggéré des intervenants
(académiques et industriels) et été I"lanimatrice. Par ailleurs, pour garder une dynamique d’échange de la
communauté, j’ai proposé d’organiser des rendez-vous mensuels (« café PLASTnet »), qui se déroulent tous
les premiers mardis du mois, permettant de présenter les activités de recherche entre autres du CEA, et
d’échanger avec des industriels/chercheurs académiques sur des thématiques telles que le tri/recyclage, la
dépolymérisation, I’écoconception, la toxicité.... Le comité d’organisation se fait aussi le relai pour informer
la communauté concernant des congreés, articles scientifiques et de presse, rapports d’expertises...Pour ce

faire, je relie les informations qui me sont transmises et je fais de la vieille d’informations quotidiennement.
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Activités de recherche

|. Introduction

Mon immersion dans la génomique a commencé lors d’un stage effectué dans le laboratoire de
génétique moléculaire (Bat 400, Université Paris XI (désormais Paris-Saclay)) dirigé par Monique Bolotin-
Fukuhara. Ce laboratoire travaillait sur les levures et était fortement impliqgué dans un programme
international concernant le séquencage du Chr XI de la levure Saccharomyces cerevisiae. La méthodologie
de séquencage utilisée a I'époque était celle dite « de Sanger » en utilisant de la radioactivité (3°S) (Sanger
et al., 1997). Mon stage s’est prolongé par des vacations pour finir ce programme et travailler sur le projet
six packs EUROFAN (EUROpean Functional Analysis Network), concernant la délétion systématique de tous
les génes du ChrXl de S. cerevisiae afin d’identifier un phénotype associé. L'expérience acquise m’a permis

de postuler sur un poste d’ingénieur lors de la création du Genoscope.

Mes compétences en génomique ont évolué avec ma carriére au Genoscope. Lors du séquengage de
novo d’organismes de référence, il est évidemment crucial d’avoir une continuité de génome, sans erreur
ni d’organisation ni de séquence. La finition d’'un génome consiste a organiser, valider et compléter les
fragments du génome obtenus aprés assemblage des lectures issues du séquencage aléatoire (appelé «
shot gun »). Ll'intérét de I'étape de finition est d’obtenir une séquence compléte de haute qualité du
génome. En effet, lorsque I'on souhaite faire une analyse fine d’un génome, que cela soit au niveau de sa
composition génique ou de son organisation globale, il estimportant d’obtenir la meilleure qualité possible.
Par exemple, I'identification de la présence/absence de génes d’intérét, I'analyse fonctionnelle et la
génomique comparative nécessitent préférentiellement une séquence compléte finie. De la méme
maniere, la plasticité d’'un génome ne peut étre étudiée que si I'ensemble du génome est connu et sa
séquence fiable. Malheureusement, cette exigence a un prix : la finition peut étre longue, fastidieuse et
parfois (tres) couteuse. C’est pour cela qu’elle ne concernait que les génomes procaryotes et de levures. Ce
savoir-faire en finition m’a permis de mieux connaitre les génomes bactériens et a été un plus lors de ma
these, axée sur I'analyse comparative de génomes d’Acinetobacter, menée en paralleéle de la gestion du
laboratoire. L'arrivée des nouvelles technologies de séquencage (NTS) vers 2004 a révolutionné la

génomique.

Frederick Sanger et ses collégues avaient publié en 1977 (Sanger et al., 1997) une méthode de
séquencage de référence et jusqu’en 2006, toutes les évolutions dans le domaine du séquencage étaient
basées sur cette technologie. Le séquencage d’un génome de novo par la « méthode de Sanger » nécessitait
la préparation de plusieurs banques de clones avec des tailles variables de fragments d’ADN. Ces banques

de clones étaient utilisées lors de la finition du génome pour orienter les portions de séquences obtenues
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apres assemblage des lectures « shot gun » et servaient de matrice pour faire du séquencage ciblé afin de
valider et compléter certaines régions de ce génome. Or ce qui a révolutionné le domaine du séquencgage
est I'arrivée du séquencage haut débit développé par deux sociétés, Roche-454 dans un premier temps

(Margulies et al., 2005, https://www.roche-applied-science.com/sis/sequencing/genome/system.jsp) et

lllumina (https://www.illumina.com) (connu sous le nom de Solexa a I'’époque), basé sur de I’'amplification

de fragments d’ADN mais sans passer par cette étape de clonage. Ces nouvelles technologies de séquencgage
(NTS) produisaient a leur arrivée des longueurs de lectures comprises entre 25nt et 100nt (comparé a celles
obtenues par la méthode de Sanger qui étaient en moyenne aux alentours de 650nt). Associé a cela, le taux
d’erreurs des lectures était bien supérieur avec la technologie proposée par Roche. En quelques années, les
NTS ont permis 'augmentation du nombre de séquences produites au moins d’un facteur 1000 (qui a
atteint plus de 107 en 2016 et qui ne cesse d’augmenter) (Nederbragt, 2016), tout en diminuant
drastiquement le prix de la base (d’un facteur 10 a 100 a I'époque, et en 15 ans d’un facteur 100000)

(National Human Genome Research institut (NIH), https://www.genome.gov/about-genomics/fact-

sheets/Sequencing-Human-Genome-cost, Figure 3).

Moore's Law

: ABI SOLID ™S

SENEIES

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

BT T T I | el e o] kel e e e T
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Figure 3 : Evolution du séquencage en 15 ans, en termes de production de séquences et du colit de la base
(ressource NIH).
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Mais la contrepartie a été que la taille des séquences produites et leur taux d’erreurs ont augmenté
non seulement la difficulté de I'assemblage de ces lectures, mais surtout démultipliaient la quantité de
travail de la phase de finition. Comme tous les outils de bio-informatiques utilisés pour le traitement des
lectures n’étaient plus du tout adaptés aux nouveaux formats de données et que toutes nos stratégies de
« finition » utilisaient les banques de clones, il a donc fallu étre inventif pour gérer ces assemblages de
génomes mais surtout, pour réussir a maintenir un niveau de qualité comparable a celui obtenu avec des
données obtenues uniqguement en méthode Sanger. J'ai donc développé de nouvelles stratégies de finition
par la mise en place de nouvelles expérimentations et I'utilisation de nouveaux outils informatiques parfois
basés sur la conservation du contexte génomique entre deux especes proches, ce qui nous permettait
d’avoir des pistes pour I'organisation des fragments de génomes. Bien entendu, ces pistes étaient validées
systématiquement de maniere expérimentale. Sur quelques années, ces nouveaux séquenceurs ont offert
une capacité de débit de plus en plus importante engendrant une chute du prix de la base séquencée et
rendant du coup la finition d’'un génome plus couteuse que le séquencage aléatoire. Par conséquence, le
nombre de génomes microbiens a finir chuta drastiquement. C’est a ce moment-la que les compétences du
Laboratoire ont été utilisées pour expertiser et améliorer I'assemblage de génomes de tailles plus grandes
et plus complexes. En effet, les NTS permettaient enfin d’aborder du séquengage « shot gun » des grands
génomes mais la complexité de ces derniers en termes de séquences répétées, taux d’hétérozygotie... liés
a la longueur des lectures toujours trop courtes (~150nt) conduisaient a des résultats d’assemblage
comportant souvent des problémes d’organisation. Nous avons donc utilisé notre expérience pour analyser
certains assemblages de grands génomes comme celui du blé tendre Triticum aestivum, en se focalisant

dans un premier temps sur le Chr 3B.

Triticum aestivum est I'espéce du blé tendre, céréale essentielle pour la nutrition humaine et
principalement utilisée pour la confection des semoules et des pates. C'est une espéce hexaploide (6n =42)
au génome de type AABBDD, et de taille frolant les 17 Gb avec prés de 90% de séquence répétées. Le Chr
3B (estimé a 1Mb) avait été séquencé par le Genoscope en 454 a partir de pools de BACs chevauchants et
organisés. DU a la trés haute fréquence de séquences répétées présentes dans ce génome, les logiciels
d’assemblage ne permettaient pas de le séquencer directement en « shot gun ». Apres avoir analysé
I'ensemble des données que j'avais a disposition, j'ai proposé une stratégie semi-automatique pour
améliorer les résultats d’assemblage du chromosome 3B du blé, mais nécessitant une validation experte,
ce qui a permis d’atteindre un tres bon niveau de qualité de ce chromosome servant de référence pour le
séquencage des autres chromosomes (Choulet et al., 2014). Suite a cela, j’ai proposé une stratégie de
ségquencgage pour les autres chromosomes afin d’obtenir des résultats d’assemblage comparables a ceux
obtenus pour le chromosome 3B, mais sans intervention humaine. Cette stratégie fut présentée a
I’ensemble du consortium IWGSC (International Wheat Genome Sequencing Consortium) et adoptée pour

le séquengage du Chr 1B, réalisé au Genoscope. Les résultats que nous avons obtenus apres séquengage et
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assemblage du 1B étaient comparables voire meilleurs que ceux publiés pour le chromosome 3B (IWGSC,

2014).

Toujours dans le cadre de 'amélioration des génomes, je me suis intéressée aux systémes de cartes
optiques dont le premier appareil est apparu vers 2012. Le Laboratoire s’est doté successivement des trois
systemes mis sur le marché (Argus® (OpGen), Irys™ puis Saphyr™ (BioNano Genomics)) permettant la
réalisation de cartes optiques d’un génome de maniére semi-automatique. Le Genoscope a été le premier

centre en France a acquérir ces instruments.

Lors de I'expédition Tara Pacifique pendant laquelle j'ai participé a deux transects de six semaines, j’ai
rencontré Jean-Francois Ghiglione du Laboratoire d’Océanographie Microbienne (LOMIC-UMR7621), qui
est un expert en écotoxicologie microbienne notamment concernant la pollution plastique en milieu marin.
Ma sensibilité personnelle pour le monde marin et mon souhait de plus axer ma carriére sur des recherches
environnementales, ont été les déclencheurs de ma réorientation professionnelle. Pour cela, j’ai demandé
une mission de collaboration avec Jean-Frangois Ghiglione, pour travailler sur la pollution des plastiques en
milieu marin et notamment sur I'analyse de la plastisphére (microorganismes colonisant les fragments de
plastiques) et la biodégradation des plastiques. Cette demande de mission avait du sens puisque le LOMIC
et le CEA/Genoscope collaboraient déja depuis plusieurs années dans le cadre des expéditions Tara, avaient
co-signé plusieurs articles et faisaient partie de la nouvelle Fédération de Recherche Tara créée en 2018
(FR2022). Les expertises complémentaires des deux unités permettaient d’aborder cette problématique
avec plus d’envergure : le LOMIC, reconnu internationalement pour ses travaux sur la colonisation et la
biodégradation des plastiques, ainsi que leur toxicité en milieu marin apportait ses compétences dans les
domaines de I’éco(toxico)logie microbienne marine et le Genoscope apportait ses compétences dans la
caractérisation a I'échelle génomique d’organismes importants pour I'environnement ainsi que dans

I"analyse fonctionnelle de la biodiversité y compris pour des applications en bioremédiation.

Dans ce mémoire, j'ai pris le parti de me focaliser principalement sur le travail que j'ai réalisé ces
guatres derniéres années. Tout d’abord, je vais vous présenter une étude qui a été initiée quelques mois
avant ma demande de collaboration portant sur la comparaison de deux technologies (séquencage a
longues lectures et cartographie optique) pour la détection de variations structurales chez les plantes. Cette
étude, je I'ai initiée, suivie et menée jusqu’a sa valorisation. Dans un deuxieme temps, je vous présenterai
les projets que je mene avec le LOMIC, d’une part sur de la plastisphére puis dans un second temps sur des
polyméres de type polyhydroxyalcanoates (PHA), qui présentent un intérét grandissant dans le secteur des
plastiques biosourcés, biodégradables et non toxiques pour I'environnement. Ces travaux, qui rentrent
dans le cadre de la pollution plastique en milieu marin, sont la génése de ceux que je compte poursuivre
dans les années futures. De ce fait, pour finir, je vous présenterai le projet de recherche que je souhaite
mener dans les années a venir. N'ayant pas un vrai fil rouge pour I'ensemble de ces recherches, une mise

en contexte sera développée afin d’introduire chaque chapitre.
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II.  Comparaison de technologies pour la détection de
variations structurales chez les plantes

1. Technologie Oxford nanopore (ONT)

Comme mentionné précédemment, I'arrivée des NTS a révolutionné le séquencage. A I’heure actuelle,
le leader mondial de ces secondes générations de séquencage est Illumina qui a permis une évolution rapide
de sa technologie, en termes de longueur de lectures, de débit et du colt de la base (Figure 3). Cependant,
les génomes étant souvent composés de séquences répétées, seules des lectures de taille suffisante
peuvent couvrir ces régions et permettre un meilleur assemblage. On les appelle des technologies a longues
lectures et représentent la troisieme génération de séquencage. Le premier instrument a avoir été

commercialisé a été le PacBio RSII (Pacific Bioscience, https://www.pach.com/,). La technologie permet de

faire du séquengage en temps réel d’'une molécule d’ADN (Figure 4 (A) et (B)) et les longueurs de lectures
peuvent faire plusieurs dizaines de kilobases (Rhoads et Au, 2015). Cependant, le premier instrument avait
de telles caractéristiques en termes de volume (200.4 cm x 77.0 cm x 158.0 cm) et de poids (1 tonne)
(https://www.mscience.com.au/upload/pages/pacbio/pacbio_rs_ii_brochure.pdf), que peu de

laboratoires ont pu s’en doté (Figure 4 (C)).

M Emission

IHumination

Figure 4: Methodologie Pacific Bioscience. (A) Une ADN polymérase est fixée au fond d’un nano-puit
(~70nm). (B) A chaque incorporation d’un nucléotide marqué (les 4 bases ont un marquage différent), il y a
une illumination par le fond du puit pour la détection du dNTP incorporé. (C) Séquenceur PacBio RSII.
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L’arrivée du Minion (technologie Oxford Nanopore, https://nanoporetech.com/, Lu et al., 2016) a été

une révolution concernant la miniaturisation. Légerement plus grand qu’une clé USB (Figure 5 (A)), ce
séquenceur portatif peu se brancher directement sur n’importe quel ordinateur et, a titre d’exemple, a
permi lors de I'épidémie d’Ebola en 2016 d’identifier directement sur le terrain les patients contaminés
(Hoenen et al., 2016). Cette technologie est basée sur une différence de potentiel créée lors du passage de
la molécule d’ADN dans un pore protéique (Figure 5 (B)). Tout comme pour la technologie PacBio, ONT peut

générer des lectures de plusieurs kilobases.

Figure 5 : Technologie Oxford Nanopore Technology (ONT). (A) Séquenceur Minion. (B) Pore protéique
laissant passer la molécule d’ADN. Le signal de différence de potentiel mesuré correspond au passage de 5
bases dans le pore

Bien que I'arrivée de cette 3°™e génération de séquenceurs ait été un vrai saut technologique, ces deux
méthodologies ont une faille qui réside en un taux d’erreur assez élevé (de I'ordre de 8 a 15%), a I'exception
de la derniére chimie développée par PacBio, HiFi (High Fidelity) qui permet d’avoir un taux de précision de
I'ordre de 99,8% (Lal et al., 2021). Les longueurs de lectures générées par ces technologies permettent non
seulement d’améliorer considérablement les assemblages de novo des génomes, de reconstruire des
génomes a partir de séquences de métagénomes, avoir des transcrits complets pour de I'annotation et de
I'analyse d’expression différentielle, mais aussi d’investiguer de la génomique comparative avec la
recherche, par exemple, de détection de bases modifiées ou de variations structurales (Amarasinghe et al.,

2020).

2. Cartographie optique

Une carte optique d’un génome correspond au profil enzymatique de ce génome. Les molécules d’ADN
génomique sont digérées ou taguées a I'aide d’'une enzyme et les profils de toutes les molécules sont

compilés afin de reconstruire la carte de restriction globale du génome appelée « Whole Genome Map ».
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La génération de cartes optiques permet de valider/invalider I'assemblage de génomes. Le principe des
systemes Argus (commercialisé par Opgen) et Irys (développé par Bionano Genomics) est présenté dans la

Figure 6 ci-dessous.
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Figure 6 : Comparaison de deux systemes de cartographie optique : le systéeme Argus et Irys.

Les différences entre les deux systemes reposaient sur le mode de détection des sites et de I'analyse
des données. Dans le cadre de la méthodologie Opgen, les molécules étaient fixées sur une lame de verre
et la digestion se faisait directement sur la surface. Les sites étaient repérés grace a une rupture de tension
de I’ADN et I’analyse se faisait par scan de la lame de verre. La technologie NRLS (Nicking, Labeling, Repair,
Staining) de Bionano Genomics repose sur un marquage des sites de restriction, suivi d’une migration des
molécules dans des nanocanaux permettant I'analyse de la fluorescence correspondant aux sites de
restriction. Le systeme Saphyr™ est une évolution de I'lrys™ grace au mode du marquage de I'ADN
(marquage direct du site de restriction, direct label and stain (DLS) labeling : I'enzyme utilisée (DLE-1) ne
coupe plus les sites de restriction mais les marque directement aprés reconnaissance d’un motif de 6 bases)

et au logiciel permettant d’analyser une plus grande quantité de données (400 Gb au lieu de 100 Gb).

Dans le laboratoire, ces instruments ont essentiellement été utilisés pour I'amélioration et la validation
d’assemblages des génomes, ainsi que pour de la comparaison de structure de génomes tels que de
Enterococcus faecalis (Gonzalez-Zorn et al., non publié). Néanmoins, j’'ai utilisé le dernier instrument de
Bionano Genomics (Saphyr™) pour faire une étude comparative entre cette technologie et la technologie
de séquencage Oxford Nanopore dans la mise en évidence de variations structurales chez Arabidopsis

thaliana.
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3. Variations structurales

Les variations structurales (SV) sont définies comme des événements génomiques, allant de 50 pb a
plusieurs mégabases, qui different entre des individus et qui conduisent a des changements phénotypiques
au sein d’une espéce en ayant un impact sur I'expression des genes et la fonction des protéines plus
importantes que celui engendré par des polymorphismes liés a une seule variation de nucléotides (SNP,
single nucleotide polymorphisms, (Chiang et al., 2017)). De ce fait, les SVs participent au processus de
sélection naturelle et d’évolution biologique. Il existe plusieurs types de SVs, qui sont soit des
réarrangements déséquilibrés sous forme de variations du nombre de copies (CNV), y compris des
insertions/suppressions (Indels) et des variations de présence/absence (PAV), soit des événements

équilibrés sous forme d'inversions et de translocations (Escaramis et al.,2015).

Bien que ce type d’événements ait été mis en évidence pour la premiére fois par Bridges, en 1936
(Bridges, 1936), il aura fallu attendre le début du XXI sciecle pour connaitre I'importance de ce
polymorphisme chromosomique chez I’lhomme (lafrate et al., 2004 ; Sebat et al., 2004). Les variations
structurales sont désormais largement étudiées et leurs impacts sur des maladies humaines n’est plus a
démontrer (revue Ho et al., 2020). Chez les plantes, la capacité d’adaptation dépend de cette aptitude a
enrichir leur patrimoine génétique. Ces modifications du génome peuvent étre a I'origine d’adaptations
locales (Prunier et al., 2017 ; Prunier et al., 2019) ou de traits d’intérét économique (Wang et al., 2015 ;
Gong et al., 2018 ; Gao et al., 2019). Néanmoins, ces événements sont rares et leur impact a court terme
reste difficile a évaluer. La large taille, la présence d’un grand nombre d’éléments transposables (IWGSC,
2014 ; Choulet et al., 2014) ainsi que la polyploidie retrouvée dans plus de 80% des espéces de plantes
(Meyers et Levin, 2006), sont des facteurs de la complexité de leurs génomes rendant l'identification des

SVs un vrai défi.

Les premiéres observations des variations structurales étaient faites par microscopie avec une
résolution > 3Mb (Feuk, Carson et Scherer, 2006) (Figure 7 (A)). Ce n’est qu’avec I'apparition des marqueurs
génétiques et du séquengage que les études globales des variations structurales chez les plantes ont vu le
jour (CGH (Comparative Genomic Hybridation, Figure 7 (B)) ou puces SNP (Figure 7 (C)) (Springer et al.,
2009 ; Swanson-Wagner et al., 2010 pour le mais; Hwang et al., 2016 pour le riz). Leur nombre a
considérablement augmenté avec le développement des nouvelles technologies de séquencage permettant
I'identification de nombreux SVs de petites tailles chez plusieurs especes (Gimode et al., 2016 ; Lyons et al.,
2011 ; Brenchley et al., 2012 ; Xing et al., 2016 ; Maldonado dos Santos et al., 2016 ; The 1001 Genomes
Consortium et al.,, 2016 ; Pucker et al.,, 2016 ; Pinosio et al.,, 2016) (Figure 7 (D)). En revanche, ces
technologies ont montré leurs limites pour la détection de grandes variations liées a la longueur des lectures
(de quelques centaines de nucléotides). Par ailleurs, la détection de SVs dans des régions hautement
répétitives n’était ni précise, ni fiable. L'évolution des technologies de séquencgage vers la 3¢ génération a

offert des opportunités pour identifier de nouveaux SVs (Redmond et al., 2020 ; Rhoads et al., 2015 ; Lu et
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al., 2016). Ces technologies permettent en effet d’avoir une cartographie des variations a plus large échelle

et parfois de régions complexes. En paralléle de cette derniere génération de séquencage, est apparue la

technologie Bionano Genomics qui, comme déja mentionné, ne donne pas acces a la séquence mais a une

cartographie physique d’un génome (Figure 7 (D)).
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Figure 7 : Evolution des méthodes utilisées pour la caractérisation des variations structurales. (A)
Observation au microscope, (B) CGH, (C) SNP, (D) Séquencgage et cartographie optique (Yuan et al., 2021)

Au moment ou nous avons commencé notre étude (début 2018), la seule étude publiée (Cao et al.,

2014) et celles qui étaient en cours (présentations PAG XXVI et discussions avec différents responsables de

chez Bionano Genomics) relatant de l'utilisation de cartes optiques pour la détection de variations

structurales n’étaient réalisées que chez 'Homme.
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4. Quelle technologie utiliser pour la détection des variations
structurales : ONT ou Bionano ? A chacune ses objectifs !

La proximité avec I'EPGV (relationnelle et physique), I'acquisition d’instruments de séquencage et de
cartes optiques de derniere génération et le fait qu’au début du projet aucune publication ne relatait de ce
sujet chez les plantes, ont fait que j’ai proposé a Patricia Faivre-rampant et Marie-Christine Le Palier (INRAE,
EPGV) d’explorer I'identification des variations structurales soit par la technique de séquengage ONT soit a
I’aide de cartes optiques obtenues avec la technologie Bionano Genomics, et de comparer les deux. Le but
était de savoir si ces deux technologies offraient des complémentarités ou si clairement une de ces
méthodes permettait une meilleure détection des SVs. Nous avons choisi de mener notre étude sur deux
des écotypes les plus étudiés de I'organisme modele Arabidopsis thaliana : Columbia-0 (Col-0) and
Landsberg erecta 1 (Ler-1). Nous avons pris le choix de nous focaliser sur la comparaison des technologies
ONT et Bionano dans la mise en évidence des variations structurales de ces deux génomes, sans chercher a

établir un catalogue exhaustif des SVs de ces deux génotypes.

Aprées avoir générer des assemblages de Ler-1 a partir de données ONT et de cartes optiques aprées
marquage de I'ADN par I'enzyme DLE-1 (protocole DLS), nous avons obtenu une liste de variations
structurales pour chacun des assemblages par comparaison avec la séquence de référence de Col0-TAIR10.1
(Sloan, Wu et Sharbrough, 2018). Le but de ce travail étant une étude comparative des deux technologies,
nous avons appliqué des filtres de sélections des SVs établis a une taille superieure a 1kb, limite de détection
des cartes optiques. Les analyses par les deux technologies révelent une prédominance des inversions,
délétions et inversions qui sont réparties de maniére homogene le long des bras des chromosomes.
Néanmoins, les SVs mises en évidence spécifiquement par la technologie ONT le sont essentiellement dans
les régions centromériques et peritélomériques. En revanche, les SVs détectées uniquement par la
technologie Bionano concerne essentiellement des grands événements (translocation et larges
inversions/délétions/insertions). En regardant I'impact de ces SVs sur les génes, nous avons constaté que
les SVs identifiées par ONT touchaient préférentiellement des génes intervenant dans une réponse de
défense et des genes de résistance. Un tableau résumant I'ensemble des performances des deux

technologies est presenté Tableau 1.

34



Technologies

ONT Bionano
Assemblage/Obtention de cartes optiques W W
1kb < SV <50kb ‘

Déletion W

Insertion \'AY

Inversion v

Translocation NA

E—
v
v
W
v
I N N
| Déletion &
++
++
++
I
++
++
I

Insertion +

Inversion -

Translocation NA

Localisation des SVs _‘

Région génique ++

Région complexe +

Autres critéeres ‘

Accés a la séquence des SVs ++ NA
Compétences en bioinformatique + ++
Visualisation des SVs + ++

Tableau 1: Comparatif de la technologie de séquencage ONT et celle de cartographie optique de Bionano
Genomics pour la detection des variations structurales. NA: Non applicable.

Lors de cette étude, nous avons mis en évidence le fait que la technologie Bionano permettait la
détection d’'un grand nombre de SVs en concordance avec la technologie ONT. Ce haut taux de détection
est lié a la chimie utilisée qui repose sur un marquage direct et non plus la méthode NRLS (Nicking, Repair,
labeling, Staining) comme cela I'était avec I'enzyme BspQl. En effet, une précédente analyse de
cartographie optique du génome d’A. thaliana KBS-Mac-74 (Michael et al., 2018), obtenue avec un
marquage NRLS, avait générée, avec le protocole DLS, 10 fois plus de cartes que dans notre étude. Par
ailleurs, lors de la mise sur le marché de I'instrument Saphyr et de cette nouvelle chimie, j’ai fait partie des
10 béta-testeurs et confirmé les importantes améliorations apportées par Bionano Genomics. Les résultats
des tests que j'avais faits avaient été présentés lors de la conférence « Plant and Animal Genome XXVI, San
Diego » de 2018. Cette technologie permet aussi de caractériser des grands évenements de structure, en
ayant une vision assez large des réarrangements. En revanche, le manque d’acces a la séquence est une
limite des cartes optiques et la recherche de variations structurales ne peut se faire que s’il existe un

génome de référence d’assez bonne qualité et génomiquement proche de I'écotype étudié. Quant a la

35



technologie ONT, elle permet d’avoir une meilleure identification des SVs, notamment dans les régions
géniques et dépourvues de séquences répétées. Pour conclure, la technologie ONT semble
particulierement adapté pour des études de population chez les plantes tandis que la technologie des cartes
optiques rend accessible I'étude de la plasticité des génomes. Ces deux technologies sont vraiment
complémentaires et peuvent étre utilisées indifféremment en fonction de la question scientifique posée et

des ressources disponibles lors de I'étude des variations structurales.

L'ensemble de ces travaux a été valorisé par I’écriture d’un article qui vient d’étre accepté par BMC
Genomics (IF 3.97) et dont le manuscrit est présenté en Annexe 4. Comme annoncé précédemment, quand
j’ai eu l'idée de faire cette comparaison de technologie, j'ai pris contact avec des spécialistes de la
génomique des plantes, Patricia Faivre-Rampant et Marie-Christine Le Palier, localisée au sein du
Genoscope. Tout au long de ce travail, ayant des compétences complémentaires, nous avons travaillé de
concert avec Patricia pour guider dans ses analyses, Aurélie Canaguier (EPGV, INRAE), premiére auteure du
papier. Bien que la trame du papier ait été écrite par Aurélie, je me suis énormément impliquée dans
I’écriture du papier, les révisions apportées et dans les réponses aux reviewers. Toute I'implication que j’ai

eue dans cette étude justifie ma place en tant que derniére auteure de cet article.
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IIl.  Les microplastiques en milieu marin

1. Contexte de la pollution plastique en milieu marin

Depuis les années 1950, le plastique est devenu un matériau indispensable dans notre quotidien. De
par ses qualités remarquables (telles que sa facilité de mise en forme, son prix de revient, sa résistance
mécanique, sa capacité a étre imputrescible...), sa production mondiale a subi un essor exponentiel jusqu’a
atteindre prés de 400 millions de tonnes sur la seule année 2018/2019 (Carus et al., 2020). Les plastiques
peuvent étre d’origine pétrochimique (plastiques dits conventionnels) ou issus de biomasse (ressources
biologiques animales, végétales ou bactériennes) (appelés encore bio-sourcés), ces derniers ne
représentant qu’environ 1% des plastiques produits dans le monde. Malheureusement, cette production
considérable n’est pas accompagnée d’une gestion adéquate des déchets générés et s’intégre peu dans une
économie circulaire. A I'heure actuelle, les méthodes de « gestion » reposent essentiellement sur le
recyclage (~30% a I’échelle mondiale), la valorisation (~40%) ou encore I'enfouissement (~30%), chaque
pays optant préférentiellement pour I'une ou I'autre des solutions (Plastic Europe 2020). De par la pollution
gu’elle engendre, la quantité de déchets plastiques enfouie a fortement diminué ces derniéres années
tandis que la valorisation et le recyclage ont augmenté. Néanmoins, notons que le recyclage mécanique des
plastiques a l'infini n’est pour l'instant possible qu’en principe et le recyclage chimique (processus de
pyrolyse ou thermolyse) et enzymatique restent des méthodes peu utilisées di a la part du défi technique
posé par les polymeres dont les monomeéres sont liés par des liaisons thermodynamiquement trés stables.
En dehors de ces moyens de gestion des plastiques, d’autres méthodes se développent comme le
compostage. Contrairement au compostage domestique, le procédé industriel nécessite des conditions de
température et d’humidité rigoureusement contrélées afin de favoriser les microorganismes responsables
de la dégradation des matiéres, en plus de la mise en place d’un systeme de collecte et de tri spécifique.
Ainsi, on estime que plus de 30% des déchets plastiques produits a travers le monde sont éliminés de
maniere inappropriée et jetés de fagon irresponsable (Skoczinski et al,, 2021). De ce fait, les déchets
plastiques finissent par se retrouver dans I'environnement et le réceptacle final de la grande majorité des
déchets plastiques terrestres non traités est I'Océan. On estime ainsi qu’entre 4,8 et 12,7 millions de tonnes
de plastiques sont déversées dans la mer chaque année (Jambeck, et al., 2015). Cette pollution plastique
est devenue un probleme mondial puisque ses impacts sur I'environnement causent des dommages
irréversibles sur la faune et sur la flore a I’échelle planétaire (Jambeck et al., 2015 ; Chapron et al., 2018 ;
Ghiglione et al., 2020) lié a la non biodégradabilité des plastiques conventionnels. Par ailleurs, une autre
conséquence de cette pollution plastique, et potentiellement I'une des plus significatives pour
I’environnement marin, est le transport d’espéces invasives et/ou pathogénes. En effet, les plastiques
jouent le role de radeau pour de nombreux organismes qui s’accrochent a sa surface et des études ont

montré l'impact du plastique comme vecteur de dispersion des especes marines (Carlton et al., 2017 ;
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Amaral-Zettler et al., 2020 ; pour une revue : Garcia-Gomez et al., 2021) qui peut aussi étre lié au transport
d’especes potentiellement pathogeénes pour 'homme ou pour les animaux marins (Silva et al., 2019 ;

Whittington et al., 2021).

2. La plastisphere

La Plastisphere, terme proposé par Zettler et ses collaborateurs (Zettler et al.,2013) et largement repris
depuis, représente I'ensemble des organismes colonisant les particules de plastiques en milieu marin. Cette
communauté se distingue de celle de I'eau environnante, qu’elle soit sous forme libre ou attachée aux
particules organiques (Bryant et al., 2016 ; Dussud et al., 2018a). Lié au fait que I'existence de niches
écologiques des communautés bactériennes dans I’environnement marin est souvent attribuée aux
facteurs environnementaux (salinité, température, profondeur) (Ghiglione et al., 2012), les communautés
microbiennes formant la plastisphére vont étre influencées par leurs localisations géographiques, les
variations saisonniéres et éventuellement par le type de polymere (Oberbeckmann et al., 2016 ; Frére et
al., 2018 ; Oberbeckmann et al., 2018 ; Carson et al., 2013 ; Basili et al., 2020). Cependant, les facteurs
impactant le plus I'analyse de cette communauté sont (i) I'environnement dans lequel elles sont incubées ;
(i) la méthodologie utilisée pour la collecte, I'extraction d’ADN et le séquencage et (iii) le temps
d'incubation utilisé (Wright et al., 2021). Les communautés microbiennes marines qui colonisent les
surfaces et les polyméres, y compris les plastiques, sont complexes et connues pour passer par différentes
étapes, méme si les communautés des plastisphéres different fortement des communautés microbiennes
des autres surfaces inertes, notamment dans le cadre des assemblages de biofilms matures (Wright et al.,
2020). Des qu’un plastique se retrouve dans I’environnement marin, il subit une colonisation microbienne
liée a I'adsorption rapide de molécules organiques dissoutes présentent dans la colonne d’eau, permettant
ainsi la fixation des cellules bactériennes primo-colonisatrices. Une succession de phases de croissance d’un
biofilm va ensuite se mettre en place avec la sécrétion d’une matrice extracellulaire, la croissance des
cellules, et le recrutement d’autres organismes (Dobretsov, 2010; Wright et al.,, 2020, Figure 8).
L'hydrophobicité et d'autres propriétés du substrat (cristallinité, structure, rugosité, température de fusion
et élasticité) peuvent jouer un role dans la sélection des communautés bactériennes aux premiers stades
de la colonisation (Pompilio et al. 2008; Salta et al. 2013), mais probablement dans une moindre mesure
lorsque le biofilm devient mature (Dussud et al. 2018b). Durant cette succession de phases, il y aura tout
d’abord une prédominace des a proteobacteria et y proteobacteria dans la phase « primo-colonisatrice »
(Salta et al., 2013 ; Oberbeckmann et al., 2015; Dussud et al., 2018a) qui sera suivi par une prédominace
des Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, et des Planctomycetes lors de
la phase de croissance du biofilm (Salta et al., 2013) pour arriver a un biofilm mature qui semble rester

stable pendant plusieurs mois (Kirstein et al., 2018).
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Figure 8. Phases successives de la formation d’un biofilm bactérien. (Tremblay et al., 2014)

Liée a cette succession de phases, I'efficacité de la communauté microbienne a dégrader un composé
peut ne pas étre mise en évidence. C'est pour cela qu’il estimportant de suivre le processus de dégradation
en fonction du temps, ce qui est impossible a réaliser sur des échantillons issus d’expéditions, les biofilms
des polymeéres étant matures, présents parfois depuis plusieurs années et soumis aux facteurs

environnementaux (Wright et al., 2021).

3. La dégradation des plastiques

Outre la colonisation, un plastique va subir en milieu marin deux phases de dégradation : une abiotique
et I'autre biotique. La dégradation abiotique fait intervenir des facteurs environnementaux tels que les
rayons ultraviolets ou la température (Sudhakar et al., 2008 ; Singh and Sharma, 2008), les vagues et les
courants (Briassoulis, 2007), ou encore le pH et I'hydrolyse (Gu and Gu, 2005) qui vont altérer la surface du
polymére et le « veillir ». Quant a la dégradation biotique (appelée biodégradation), c’est un processus
biochimique aérobique ou anaérobique complexe, qui se traduit par une conversion du carbone organique
en biogaz (CO; , CHs, H3S, NH4 et H, ) (Mohee et al., 2008) et en biomasse associée a l'activité d'une
communauté de micro-organismes (bactéries, archées, champignons) capable d'utiliser le plastique comme
source de carbone (Shah et al., 2008). Pour certains polymeres, la biodégradation est facilitée par une
dégradation abiotique qui fragilise leur structure en révélant la rugosité, les fissures et les changements
moléculaires (ipekoglu et al., 2007; Skoczinski et al., 2021). Le processus de biodégradation se définit par
quatre grandes étapes (Dussud et Ghiglione, 2014) : La biodétérioration, la biofragmentation, I’assimilation

et la minéralisation (Figure 9).
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Figure 9 : Schéma représentant les étapes de la biodégradation des plastiques en milieu marin (Dussud et
Ghiglione 2014)

L’étape initiale, la biodétérioration, correspond a un phénomeéne engendré par le biofilm bactérien qui
se développe sur le polymeére. En effet, des contraintes mécaniques liées a cette croissance, vont augmenter
la taille des pores et former des fissures a la surface modifiant les propriétés physiques du plastique ainsi
gue sa microstructure. S’en suit la phase de biofragmentation pendant laquelle les bactéries du biofilm vont
sécréter des enzymes dépendantes de la nature du polymeére (lipases, estérases, catalases...). L'intervention
de ces enzymes extracellulaires va permettre de réduire les polyméres en oligoméres et/ou monomeres.
L’étape d’assimilation correspond a l'internalisation de ces oligoméres/monomeéres de taille inférieure a
600 Daltons. La cellule va alors pouvoir utiliser ces substrats comme source de carbone pour leur
métabolisme. La phase finale de minéralisation correspond donc a I'excrétion de métabolites oxydés (CO,,

N, CHa et H,0) par les bactéries.

La capacité des micro-organismes a détériorer ou a dégrader le plastique a été observée dans de
nombreuses études (Shah et al., 2008; Krueger et al., 2015; Jacquin et al., 2019 pour une revue). Les
Arthrobacters, les Corynebacterium, les Micrococcus, les Pseudomonas, les Rhodococcus, et les
Streptomyces sont a ce jour les principaux taxa bactériens identifiés comme pouvant utiliser le plastique
comme seule source de carbone et d’énergie, mais notons que les expérimentations n’ont été menées
gu’en condition culturale. Par ailleurs, trés peu d'études existent a ce jour en milieu marin qui n’est pas
I’'environnement le plus favorable a une forte biodégradation comparé au compost (industriel ou
domestique) ou a la digestion anaérobie (Figure 10). Liés a la structure des plastiques conventionnels, les
taux de dégradation par les micro-organismes y sont extrémement faibles, méme dans des conditions

optimisées de laboratoire.
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Figure 10: Comparaison des différents environnements influengcant le taux de biodégradation des
plastiques. (These de Justine Jacquin, Ecotoxicologie microbienne des plastiques en mer : Colonisation et
biodégradation par la plastisphére, oct 2020)

4. De I'analyse de la plastisphére aux preuves de dégradations

Les études des deux articles publiés et présentés ci-apres abordent le suivi de I'évolution de la
plastisphére au cours du temps et apportent des preuves de biodégradation a partir d’approches
pluridisciplinaires de plusieurs plastiques biodégradables susceptibles d’étre utilisés comme des substituts
aux plastiques conventionnels. Le but du projet de I'article de Odobel et collaborateurs (Odobel et al., 2021,
Annexe 5) était de caractériser les phases de colonisation de la surface des microplastiques et la formation
des biofilms constituant la platisphére. Les différents polyméres étudiés lors de cette étude étaient le
PolyEthylene (PE, non-biodégradable issus de la pétrochimie), des polyéthylénes contenant des pro-
oxydants (OXO) avec (AA-OXO) ou sans (OXO) vieillissement artificiel, le Poly(acide lactique) (PLA), le
Polycaprolactone (PCL), le PolyStyréne (PS) et le poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV)

comme représentant des Polyhydroxyalcanoates (PHA) (Figure 11).
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Biosourcés
PE: Polyéthylene
PET: Polyéthyléne téréphtalate

PLA, PHA, PS: polystyréene
Bio-PE/PP/PET Bioplast, MaterBi - polysty
Cellulose PP: Polypropyléne
) ‘N""‘ Biodégradables PCL: Polycaprolactone
Biodégradables
Polyméres H,0 PBS: Polycuccinate de butyle
conventionnels - . . -
PESAII'CL PBAT: poly Butyléne-adipate-co-téréphtalate
PE, PP, PS, PET... PLA: Acide Polylactique
PHA: PolyHydroxyAlcanoate
Pétrosourcés

Figure 11 : Schéma représentant les différentes classes de plastiques selon leur origine et leur
biodégradabilité

Chaque polymere a été incubé séparément pendant une durée maximale de 6 semaines dans des
aquariums a circuit ouvert directement alimentés en eau de mer de la baie de Banyuls. Les AA-OXO ont la
méme formulation que les OXO mais ont été vieillis thermiquement durant 48 ou 144 jours dans un four a
70°C. Des préléevements des plastiques de ces aquariums ont été réalisés au bout de 3, 10, 31, 74, 116 ou
206 jours. En parallele des analyses d’abondance (microscopie a épifluorescence et cytométrie de flux),
d’activité intra- (incorporation de la Leucine tritiée) et extra-cellulaire (dosage de lipase, aminopeptidase et
de B-glucosidase), des analyses de diversité (métabarcode (MetaB)) ont été réalisées. Vous constaterez lors
de la lecture que la diversité des communautés bactériennes varie en fonction de la biodégradabilité des
plastiques et que les analyses d’abondance et d’activité intra- et extracellulaire confortent cette distinction

entre les deux catégories de polymeéres. Une seule exception, dans nos conditions, concerne le PLA.

Lors de ce travail, je me suis particulierement attachée a analyser toute la diversité microbienne de la
plastisphere des différents polyméres en me focalisant sur les différences de composition spécifique des
especes structurales entre les échantillons ainsi que sur la recherche bibliographie associée. Par ailleurs, j'ai
guidé la premiere auteure, Charlene Odobel (post-doc du LOMIC) dans la rédaction de I'article concernant
I'agencement des résultats et les messages importants a faire passer. Comme ce travail ayant été initié

avant mon arrivée dans le laboratoire, je n’ai pas la derniére place dans cet article mais I'avant derniere.

Le travail de I'article de Jacquin et collaborateurs (Jacquin et al., 2021, Annexe 6) s’intégre directement
dans le cadre de la recherche d’alternatives aux plastiques conventionnels utilisés dans les cotons-tiges.
C’est un projet qui a été financé par le ministére de la transition écologique et solidaire, afin d’étudier la

biodégradation en milieu imitant les conditions marines (microcosme) de plusieurs polyméres pendant
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plusieurs mois. Les différents matériaux proposés étaient: le PLA, le poly butyléne-adipate-co-
téréphthalate (PBAT), le polysuccinate de butyle (PBS), le PHBV, le Bioplast et le Mater-Bi (ces deux derniers
étant des mélanges de polyméres effectués par une entreprise et leurs structures exactes ne sont donc pas
connues) (Figure 7). Par ailleurs, le polypropylene (PP) et la cellulose ont été utilisés respectivement comme
témoins non-biodégradable et biodégradable. Aprés avoir été incubé pendant plus de 40 jours, la
plastisphére de ces polymeéres a été utilisée comme inocula de tests de biodégradation sur une période de
94 jours. Cet article propose en conclusion des substituts pour remplacer le polymeére utilisé dans les cotons-

tiges, comme par exemple le co-polymére PHBV.

Tout comme pour l'article de Charlene Odobel présenté ci-dessus, j'ai largement contribué aux
observations décrites dans le manuscrit concernant la variabilité des communautés de la plastisphére en
fonction des polymeéres en orientant Justine Jacquin (étudiante en thése que j’ai co-encadrée) dans les
analyses et les recherches bibliographiques a effectuer. Par ailleurs, je I'ai guidée tout au long de I’écriture

de l'article.
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IV. La biodégradation des polyhydroxyalcanoates (PHA)

1. PHA : Polymeres biosourcés et biodégradables

Le premier polyhdroxyalcanoate a été isolé en 1926 par Maurice Lemoigne a I'Institut Pasteur a partir
de la bactérie Bacillus megaterium. Les PHA sont des polyesters synthétisés par une large gamme de micro-
organismes (bactéries, archées et champignons) a partir de diverses sources de carbone renouvelables
(sucre, acides, huiles végétales) (Pefia et al., 2014 ; Ali et Jamil, 2016 ; Tebaldi et al., 2019). A ce jour, plus
de 300 espéces microbiennes ont été identifiées et 150 monomeres différents d'hydroxyalcanoates ont été
recensés (Keshavarz et Roy 2010), laissant supposer une variété de propriétés et une multifonctionnalité
(Castro-Sowinski et al., 2010). Ces derniers sont classés selon la longueur du radical R, distinguant ainsi les
PHA a chaine latérale courte (scl) constituée de 3 a 5 carbones, les PHA a chaine latérale moyenne (mcl)
constituée de 6 a 14 carbones et les PHA a chaine latérale longue (Icl) constituée de plus de 14 carbones
(Tableau 2). Par ailleurs, il est possible de produire des copolyméres en mélangeant des monoméres a

courtes et/ou moyennes chaines.

oupement R ombre PHA atéeorie
d

Methyl (HB) CH3 4 Poly-3-Hydroxybutyrate PHASCL

Ethyl (HV) CHZ-CH3 5 Poly-3-Hydroxyvalerate

Propyl (HHx) (CHZ)Z-CH3 6 Poly-3-Hydroxyhexanoate PHAMCL

Butyl (HHp) (CHZ)B—CH3 7 Poly-3-Hydroxyheptanoate

Pentyl (HO) (CHZ)d-CH3 8 Poly-3-Hydroxyoctanoate 0
Hexyl (HN) (CHZ)S—CH3 9 Poly-3-Hydroxynonanoate | ‘
Heptyl (HD) (CH,) -CH, 10 Poly-3-Hydroxydecanoate e CH ~. C
Octyl (CH2)7-CH3 11 Poly-3-Hydroxyundecanoate 0 H. N
Nonyl (HHD) (CHZ)B—CH3 12 Poly-3-Hydroxydodecanoate

Decyl (CHZ)Q—CH3 13 Poly-3-Hydroxytridecanoate

Undecyl (CHZ)m-CH3 14 Poly-3-Hydroxytetradecanoate

Dodecyl (CHZ)M—CH3 15 Poly-3-Hydroxypentadecanoate PHALCL

Tridecyl (CHz)n -CH3 16 Poly-3-Hydroxyhexadecanoate

Tableau 2 : Classifications des différents PHA. La nature du groupe est associée a la chaine latérale R
directement reliée aux substrats carbonés (glucose, fructose, cellulose, acides et acides gras...) utilisé par le
micro-organisme et a la nature de son enzyme PHA synthase

C’est la chaine carbonée, variable selon la source de carbone (glucose, fructose, cellulose, acides et
acides gras...), qui va définir la catégorie du PHA (scl ou mcl). Si la source de carbone est un sucre, les
bactéries seront susceptibles de biosynthétiser des scl tandis que si le substrat est un acide gras, les PHAs
produits seront des mcl (Bruzaud S, 2021, Figure 13). Notons qu’a ce jour, aucune bactérie capable de
synthétiser aussi bien des scl que des mcl n’a été mise en évidence. Le groupe R, peu encombrant dans les

scl, va leur conférer une meilleure cristallinité, tandis que dans les mcl, 'encombrement stérique va
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diminuer la cristallinité jusqu’a obtenir un polymeére amorphe comme pour le poly(3-hydroxyheptanoate)

(PHHp) (Figure 12).
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Figure 12 : Mécanisme simplifié de biosynthése des PHA (R = CnH2n+1) (Bruzaud, 2021).

Il a été démontré que les PHA sont biodégradables dans de nombreux écosystemes comme les sols, la
mer, le compost et les boues d'épuration (Eubeler et al., 2009). lls sont stockés dans le cytoplasme dans des
granules appelés « carbonosomes » (Mezzolla et al., 2018). Les polymeres sont des molécules de réserve
produites par les micro-organismes quand ils se retrouvent dans un environnement limité en nutriments
essentiels (notamment |'azote, le magnésium, le phosphore ou I'oxygene) mais avec un surplus d'apport en
carbone (Martinez-Tobon, 2019). Outre le fait qu’ils soient totalement biodégradables en milieu naturel,
les PHA présentent de nombreux avantages grace a leur propriétés physico-chimiques qui dépendent de
leur composition et de leur cristallinité : (i) ils sont hydrophobes et résistants aux UV, (ii) ils ont une
perméabilité a I'eau et a I'oxygene faible, (iii) ils peuvent étre peu déformables en raison de leur cristallinité
élevée et (iv) leur production ne nécessite pas de ressources finies a I'inverse des plastiques pétro-sourcés
(Sharma, Sehgal, and Gupta, 2021). A ce jour, I'un des PHA le plus couramment utilisé est le poly(3-
hydroxybutyrate) (PHB). Le PHB présente des propriétés mécaniques comparables a celles du
polypropyléne (telles hydrophobicité et faible perméabilité) ainsi qu’un haut potentiel pour des applications
d’emballage alimentaire, avec une meilleure imperméabilité a I'eau que le PP et formant une barriére a
I'oxygene plus efficace que le PET et le PP (Rajan et al., 2018). Cependant, le point de fusion de ce polymere
élevé est proche de sa température de dégradation thermique (Reis et al., 2003). C'est pour cette raison
que le copolymere, le poly 3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalérate, synthétisé par de nombreuses espéces
de micro-organismes (Wang et al., 2013; Tebaldi et al., 2019), est couramment utilisé. Ces derniéres années,
la production de PHA s’est développée et présente un intérét commercial et industriel croissant en tant que

substitut biodégradable aux plastiques conventionnels. Le premier secteur exploitant les PHA est le médical
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(implants, sutures, appareils médicaux corporels), ces plastiques étant autorisés par la Food and Drug
Administration du fait de leur biocompatibilité (Boesel et al., 2014). Les domaines de I'emballage (quand
ces derniers ne peuvent étre ni recyclés, ni réutilisés), de I'agriculture et de I’horticulture, de la péche et de
la conchyliculture, ou encore du textile, utilisent de plus en plus ces polymeres. Le marché des PHA se
développe depuis les 30 derniéres années, avec une croissance de plus de 14.2% les 5 prochaines années
(https://www.marketsandmarkets.com/Market-Reports/pha-market-395.html). Cependant, le colt de
production de ces polymeéres reste 2 a 5 fois plus élevé qu’un plastique d’origine pétrochimique, allant de
nos jours de 2,2 a 5€/kg contre moins de 1€/kg pour les plastiques conventionnels (PET, PE, PVC, PS et PP)
(Gholami et al., 2016). Néanmoins, en moins de 10 ans, le co(t de production du PHA a chuté d’un facteur
allant jusqu’a 5 (~10-12 € en 2003, Gholami et al., 2016) en utilisant une source de carbone pour les
microorganismes producteurs issue de déchets comme cela était prédit par Obruca et ses collaborateurs
(Obruca, 2010). S’intéresser a la biodégradation de ces polymeres c’est rentrer dans un concept d’'éco-

conception.

Les PHA sont dégradés par de nombreux micro-organismes (Jacquin et al., 2019). Cette dégradation est
activée par une enzyme clé appelée dépolymérase, PhaZ (Jendrossek et Handrick, 2002 ; Jendrossek, 2005).
Les PHA dépolymérases sont des carboxylestérases appartenant a la famille des hydrolases a/B (Jendrossek
et Handrick 2002). Les PhaZ extracellulaires (ePhaZ) se composent d’un signal peptidique (SP), d’un grand
domaine catalytique N-terminal (Cat), d’une courte région de liaison (linker) qui permet de faire la liaison
entre le domaine catalytique et le domaine de liaison au substrat (SBD, substrate binding domain)
(Jendrossek, Schirmer and Schlegel, 1996 ; Jendrossek and Handrick, 2002 ; Jendrossek, 2005) (Figure 14).
Le domaine catalytique est constitué d’un site actif composé d’une triade d’acides aminés (Sérine (S),
Aspartate (D) et Histidine (H)) strictement conservée. La disposition par rapport a la triade d’une autre
histidine (contenant le trou oxyanion) va catégoriser les ePhaZ en deux groupes distincts (Jendrossek 1997 ;

Jendrossek and Handrick, 2002).

H (oxyanion) S D H
! 1 | |
SP Catalytic | Domain Type 1 Linker 1 m
: Catalytic Domain Type 2 Linker 2 m
T | | |
S D H H
(oxyanion)

Figure 13 : Présentation des deux groupes de ePhaZ spécifique des PHAscl catégorisés en fonctions du
placement de I’histidine (oxyanion hole) par rapport a la triade catalytique (Serine, Asparagine, Histidine).
(Figure issue de Jendrosek and Handrick, 2002).

46



A cejour, un grand nombre de dépolymérases externes (ePhaZ) ont été identifiées (DED database, Knoll
et al., 2009) mais tres peu issues du milieu marin et le mécanisme mis en place par la cellule pour utiliser le
PHA comme source de carbone reste totalement inexploré. Par ailleurs, ces enzymes permettent
essentiellement la biodégradation des PHAscl (Knoll et al., 2009) et trés peu d’enzyme PHAmcl ont été a ce

jour identifiées (Schirmer et Jendrosseck, 1994 ; Kim et al., 2005).

2. Alteromonas sp. : dégradeur de PHA ?

Bien que différentes espéces bactériennes aient été identifiées pour leur capacité a biodégrader des
polyméres pétro et bio-sourcés (revue de Jacquin et al.,, 2019), les voies métaboliques impliquées ont
rarement été validées expérimentalement. L'intérét de telles études a été révélé notamment par la
découverte de I'enzyme PETase de I/deonella sakaiensis (Bornscheuer, 2016), qui permet aujourd’hui de
proposer des solutions industrielles a la pollution plastique (Tournier et al., 2020;
https://www.carbios.com/fr/) Parmi les substituts testés dans I'article de Jacquin et ses collaborateurs
(Jacquin et al., 2021), le PHBV a été identifié€ comme le polymeére ayant le meilleur taux de dégradation. Afin
de déterminer quels pouvaient étre les acteurs de cette dégradation, plusieurs souches ont été isolées en
laboratoire (aprés observation de la présence d’un halo de dégradation (Jendrossek, Schirmer, and Schlegel,
1996) lors de culture en milieu minimum gélosé contenant du PHBV en poudre comme seule source de
carbonne) et se sont révélées étre de bons candidats. Parmi elles, une souche d’Alteromonas, dont
I'identification taxonomique s’est révélée correspondre a une nouvelle espéce du genre Alteromonas
(nommée pour l'instant Alteromonas sp.), a été étudiée pour sa capacité a dégrader le PHBV. Cette
approche s’est déroulée sur 40 jours et 6 points de prélevements ont été effectués (TO, T5, T11, T16, T32
et T40). En utilisant des conditions de milieux d’eau de mer artificiel avec une pastille de PHBV comme
unique source de carbone, des parameétres biologiques et physico-chimiques (halo de dégradation,
production bactérienne, consommation d’02, microscopie électronique et perte de masse) ont été
mesurés. En paralléle, le séquencage complet du génome et des analyses d’expressions différentielles

(RNASeq) ont été réalisés.

Le but du travail présenté ci-aprés était donc d’apporter toutes les preuves de l'activité de
biodégradation du PHBV par Alteromonas sp. et de mettre en évidence les cascades des voies métaboliques

mises en place lors de I'utilisation du polymére comme seule source de carbone.

A. Alteromonas sp. appartient a une nouvelle espece

Le génome complet d’Alteromonas sp. a été obtenu a I'aide d'une stratégie d'assemblage hybride basée

sur la complémentarité des deux méthodes de séquencage, lllumina et ONT, générant respectivement des
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lectures courtes (~150 nt) et longues (~14kb). Les lectures courtes permettent d'obtenir un consensus de
qualité généré apres I'assemblage tandis que les lectures longues fournissent un squelette sur lequel les
lectures courtes sont ancrées. Apres assemblage des données, la séquence du génome complet circularisé
a été obtenue et I'annotation automatique a été réalisée a 'aide de la plateforme Microscope (Vallenet et
al., 2006 ; Vallenet et al., 2017). Le génome est constitué d'un chromosome circulaire de 5 332 999 pb avec
une teneur en GC de 48,8 %. Toutes les caractéristiques générales de ce génome sont résumées dans le
Tableau 3. Quatre clusters d'ARN ribosomal ont été identifiés avec le méme ordre : 16S, 23S et 5S.

Cependant, trois d'entre eux avaient un ARNt Ala et un ARNt lle entre le 16S et le 23S.

Caractéristiques Valeurs

Taille du génome (bp) 5,332,999

G+C (%) 48.8
rRNA 12
tRNA 58
tmMRNA 1
misc_RNA 34
CDS 4805

Tableau 3: Caractéristiques générales du génome d’Alteromonas sp.

La séquence d'ARN ribosomique 16S a été utilisée pour établir I'affiliation de cette souche. Deux d'entre
eux sont identiques (ALSP_rRNA6 et ALSP_rRNA10), mais les deux autres ont respectivement un
(ALSP_rRNA3) et trois (ALSP_rRNA7) mésappariements. Le séquencage Sanger du 16rARN complet a validé
la séquence des deux copies identiques. C'est cette séquence qui a été utilisée pour ['affiliation

taxonomique (Figure 14).

48



Alteromonas abrolhosensis strain A7

89% | 0.00
0.00 . .
925 — Alteromonas macleodii strain Te101
0.01 ) )
Alteromonas marina strain ROA053
83% | 0.00
99%,
0.00 . .
0.00 00 Alteromonas marina strain A12
4% Alteromonas mediterranea strain DE 165
D.DD U.Dl
Alteromonas confluentis strain DSSK2-12
94% | 0.01
97% 0.00 ) ) .
——— Alteromonas lipolytica strain JW12
0.01 0.01
000 Alteromonas oceani strain S35
95% ) )
Alteromonas alvinellae strain C73
0.00 0.01
95%,
Pseudoalteromonas sp. W-14-2 165
94% 0.00 0.00
0.02 96%
0.00 —————— Alteromonas oceani strain SD18
0.00
89%
0.00 Aestuariibacter halophilus strain: 523
93% | 0.00
97% 0.00 . )
Strain of interst
0.04 0.00
oot Aestuariibacter halophilus strain JC2043
Glaciecola lipolytica strain E3
92% | 0.03
0.00 ) )
003 Glaciecola mesophila KMM 241
Py Marinobacter hydrocarbonoclasticus ATCC 49840

Figure 14 : Arbre phylogénétique de I'ARNr 16S comparant différents taxons a notre souche d'intérét.
L'arbre phylogénétique a été construit par la méthode de jointure voisine avec le logiciel MEGA7.

Comme le montre la Figure 14, la souche d'intérét semble étre étroitement liée a Aesturiibacter
halophilus S23, une souche isolée de sédiments originaires de Corée (Yi, Bae et Chun, 2004). A. halophilus
S23 a été identifiéee comme une souche halophile et aérobie appartenant a la famille des
Alteromonadaceae. D'autres souches isolées sur films de PHBH (Poly(3-Hydroxybutyrate-co-3-
Hydroxyhexanoate)) aprés 1 mois d'incubation dans le port de Takasago au Japon se sont également
révélées étre proches d'Aestuariibacter halophilus S23 (Moroshi et al., 2018). Sur 'arbre phylogénétique, la
souche JC2043 d'Aestuariibacter halophilus forme un clade monophylétique distinct au sein de la famille
des Alteromonadaceae et se regroupe a distance des genres Alteromonas et Glaciecola. En revanche,
Aesturiibacter halophilus S23 est regroupé avec plusieurs souches du genre Alteromonas, suggérant une

erreur d'affiliation probable pour A. halophilus S23.
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Pour approfondir davantage I'affiliation taxonomique de la souche d’intérét, la GTDB-Tk (Genome
Taxonomy Database toolkit, phylogénie hautement conservée concaténée par des protéines, a partir de
120 genes marqueurs bactériens et 122 archéens) a été appliquée (Chaumeil et al., 2020). La meilleure
affiliation suggérée est une Alteromonas_A. Par conséquent, sur la base de I'arbre et de la taxonomie

proposée par GTDB, nous avons nommé cette souche Alteromonas sp.

B. La dégradation du PHBV par Alteromonas sp.

Bien qu'Alteromonas sp. ait été sélectionnée pour sa capacité a dégrader le PHBV sur un milieu artificiel
d'eau de mer avec de I'agar noble et du PHBV fondu comme source de carbone, différents parametres ont

été suivis pour estimer le degré de cette dégradation.

a. Parameétres biologiques et physico-chimiques

i. ~ Consommation d'oxygéne

Un total de 4 tubes contenant uniquement du milieu d'eau de mer artificielle (ASM), complété avec la
souche (ASM-str), du PHBV (ASM-PHBYV), ou les deux (ASM-str-PHBV), ont été suivis tout au long de

I'expérience (Figure 15).

Les consommations d'oxygene ont été quasi inexistantes pendant toute la durée de I'expérience pour
les témoins ASM et ASM-PHBV (0,25 et 0,2 umol d'oxygéne par jour respectivement), reflétant une activité
de base. Pour I'ASM-str témoin, une légére augmentation de la consommation a été observée (0,43 umol
par jour) probablement due a I'utilisation du Tris contenu dans I'ASM comme source de carbone. L'ajout de
Tris a 50 mM dans le milieu artificiel d'eau de mer maintient I'activité de dégradation en stabilisant le pH
ayant tendance a diminuer en raison de la production de monomeére d'acide (R)-3-hydroxybutyrique lors de
la dégradation du PHBV (Ong, Chee et Sudesh, 2017 ; Martinez Tobon 2019). En revanche, la consommation
d'oxygéne a été en moyenne de 22,45 umol par jour tout au long de I'expérience pour |'échantillon
contenant la source de carbone et la souche (ASM-str-PHBV), reflétant |'activité métabolique aérobie de la

souche. Pour éviter I'anoxie, ce tube stérile a été ouvert 3 fois pendant l'incubation.
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Figure 15 : Concentration d'oxygéne dissous pendant l'incubation exprimée en umol d'oxygéne dissous/!
par jour. ASM-PHBV et ASM sont les témoins négatifs.

fi. Souche activité bactérienne

L'inoculum initial qui a permis d'ensemencer toutes les conditions de I'expérience avait une activité

bactérienne hétérotrophe (BP) de 3686,26 ngC/I/h (SD : 243) (Figure 16.(A), ASM-str).

L’activité de la souche incubée sans le PHBV était de 753,46 ng C/I/h aprés 5 jours en milieu minimum,
et elle a chuté a 109,24 ng C/I/h apres 40 jours (Figure 16.(A)). Ce résultat est cohérent avec |I'observation

de la consommation d'oxygéne, qui ne montre pas d'activité significative de la souche sans source de PHBV.

L'activité de la souche attachée au morceau de PHBV a augmenté de 66% durant les 11 premiers jours
d'incubation, atteignant le pic d'activité a 171843 ng C/m?/h (Figure 16.(B)). Ensuite, I'activité a diminué
durant les 29 derniers jours d'incubation pour atteindre 28738 ng C/m?/h (SD : 507) apreés 40 jours (Figure
16.(B)). Le témoin négatif (ASM-PHBV) est resté 3 une activité de 0 ng C/m?/h (Figure 16.(B), ASM-PHBV).

L'activité hétérotrophe bactérienne dans le surnageant du tube contenant le PHBV avec la souche
(ASM-str-surnageant-PHBV) a également été suivie tout au long de la période d'incubation, révélant que
I'activité était également importante dans le surnageant (jusqu'a 48829 ng C /I/h) (Figure 16.(A)). Cette
activité a diminué apreés 5 jours d'incubation mais est restée supérieure a 11012 ng C/I/h tout au long de

I'incubation.
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Figure 16 : Production bactérienne de la souche lors de l'incubation en milieu artificiel d'eau de mer (ASM)
pour : (A) le contréle négatif ASM-str et le surnageant de I'échantillon ASM-str-PHBV exprimé en ng C/I/h.
(B) I'échantillon ASM-str-PHBV et le contréle négatif ASM-PHBV exprimés en ng C/m?/h. Les points de
prélevement étaient le début d'incubation JO, aprés 5 jours (J5), aprés 11 jours (J11), apres 16 jours (116),
apreés 32 jours (132) et le ppoint final a 40 jours (J40).

iii.  Perte de poids

Pour évaluer la quantité de polymeéere consommée au cours de I'expérience, 8 fragments de PHBV ont
été pesés sur une balance de précision en début (JO) et en fin d'expérience (J40). Quatre de ces fragments
ont été incubés en milieu artificiel d'eau de mer avec la souche (ASM-str-PHBV), le reste uniqguement en
milieu artificiel d'eau de mer (ASM-PHBV). Les polymeéres des échantillons ASM-PHBV avaient une
augmentation moyenne de poids de 0,5 % (0,32 mg (SD 0,83)). En revanche, nous avons observé une perte
de poids significative de ~14,6% (9,17 mg en moyenne (SD 2,01)) aprés 40 jours d'incubation pour les

fragments de PHBV en présence de la souche (échantillons ASM-str-PHBV).

iv.  Image de microscopie électronique a balayage

Aprés incubation, la souche colonise rapidement et de maniére homogene le polymere et recouvre
toute la surface apres 5 jours d'incubation (Figure 17). Les images MEB a J5 et J40 montrent la formation
d'un biofilm avec l'apparition de structures telles que la matrice extracellulaire ou les exopolysaccharides
(EPS). AJ5 et J40, la structure des fragments de PHBV révele des fissures et une surface modifiée par rapport
au JO. Les structures de surface du polymere observées a J40 sont appelées Sphérulite. Cette structure
cristalline en forme de sphére est répartie sur toute la surface du polymere et peut étre associée a sa
biodégradation. La vision de la sphérulite indique que la partie amorphe du PHBV n'est plus présente et a

donc été dégradée par la souche bactérienne. Le fragment de PHBV ayant passé 40 jours dans un milieu
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artificiel sans la souche n'a présenté aucun changement visible au microscope par rapport au JO (données

non présentées).

Figure 17 : Images de microscopie a balayage du PHBV au début de I'expérience (J0) et apres 5 jours (J5)
ou 40 jours (J40) de culture avec la souche dans le milieu artificiel. Des sphérulites sont observées sur le
PHBYV apreés 40 jours d'incubation.

b. Analyse génomique

Alteromonas sp. a été sélectionnée sur un milieu minimum contenant du PHBV comme source de
carbone. L'annotation experte s'est donc concentrée sur la recherche de génes impliqués dans la
dégradation du PHBV. Ainsi, les séquences protéiques des 4805 séquences codantes (CDS) présentes dans
le génome ont été comparées aux séquences de la base de données DED correspondant aux dépolymérases
extracellulaires (Knoll et al., 2009). Aprés comparaison des protéines, les analyses ont révélé une
correspondance significative pour 3 séquences codantes (ALSP_2202, ALSP_2657 et ALSP_0697) avec une
valeure allant de 4e-34 a e-110 et un pourcentage d'identité/positivité compris entre 34%/47% a 54% / 71%
respectivement pour ALSP_0697 et ALSP_2202 (Tableau 4).

Longueur

Longueur
des &

du match

protéines

-dPHAscl
ALSP_2202 353 332 54%  71%  e-110 SRS
(domaine catalytique de type 2)
e-dPHAscl
ALSP_2657 635 628 62% 75% 0.0 . .
(domaine catalytique de type 1)
-dPHAscl
ALSP_0697 339 287 34%  47%  4e-34 e-arHASC

(domaine catalytique de type 1)

Tableau 4 : Résultats des meilleures comparaisons entre toutes les protéines d'Alteromonas sp. et celles
des dépolymérases extracellulaires de la base DED (Knoll et al., 2009). Id (identité) ; Pos (positivité). Le type
mentionné dans le tableau fait référence a la Figure 13.
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La présence dans le génome d'Alteromonas sp. des CDS ALSP_2202, ALSP_2657 et ALSP_0697,
identifiées comme des dépolymérases extracellulaires (e-dPhaZ) spécifiques des chaines courtes (SCL), a

permis de confirmer que cette souche pouvait utiliser le PHBV comme source de carbone.

L'analyse des CDS ALSP_2657 et ALSP_0697, identifiées comme e-dPhaZ avec un domaine catalytique
de type 1 (Jendrosek and Handrick, 2002, Figure 13), a révélé un peptide signal pour les deux protéines
confirmant qu'elles sont slirement sécrétées. De plus, la méthode dbSCAN (Hahsler, Piekenbrock et Doran,
2019) indique que ces deux CDS appartiennent a la famille CE1 CAZy, une famille contenant de nombreuses
estérases telles que les PHB dépolymérases (http://www.cazy.org/CE1.html). A la vue de tous ces éléments,
ALSP_2657 et ALSP_0697 peuvent étre considérées comme deux poly (3-hydroxybutyrate) dépolymérases
extracellulaires. L'analyse du contexte génomique de ces protéines n'a révélé aucune autre CDS
potentiellement impliquée dans le processus de dégradation. En revanche, la dépolymérase externe
ALSP_2202 posséde un site catalytique de type 2 (Tableau 4) et est localisée dans une région du génome
regroupant plusieurs genes (de ALSP_2200 a ALSP_2205) probablement impliqués dans la dégradation
externe du PHBV (Figure 18).

External P(3HB) 3HB NAD kinase Carbohydrate-selective

permease hydrolase depolymerase  dehydrogenase porin

Figure 18 : Représentation schématique du cluster de génes impliqués dans la dégradation extracellulaire
des PHA

Bien que ALSP_2202 ait été identifiée comme une dépolymérase extracellulaire, aucun signal
peptidique n'a été détecté dans cette protéine, suggérant qu'elle pourrait ne pas étre sécrétée. Cependant,
cette protéine peut avoir une voie de sécrétion non classique (Bendtsen et al., 2005 ; Kang et Zhang, 2020).
L'analyse d'ALSP_2201 a indiqué que la protéine est ancrée dans la membrane avec la majeure partie de la
molécule située a I'extérieur. La présence d'un domaine a/B hydrolase sur cette partie suggére que l'activité
hydrolase de la protéine agit a I'extérieur de la cellule. Dans cette région, une perméase (ALSP_2200) et
une porine potentiellement sélective pour les glucides (ALSP_2205) ont été identifiées. Une 3-
Hydroxybutyrate (3HB) déshydrogénase (qui travaille avec le NAD+) et une NAD+ kinase (impliquée dans la
régénération du NAD+) (ALSP_2203 et ALSP_2204 respectivement) complétent cette région. Le scénario
gue nous pouvons donc proposer est que les dépolymérases extracellulaires (ALSP_2657 et ALSP_0697)
couplées a I'hydrolase (ALSP_2201) assurent les premieres étapes de dégradation du PHBV, suivant le
modele de Ralstonia pickettii T1 proposé par Sugiyama et ses collaborateurs (Sugiyama et al., 2003). Les
oligoméres ainsi générés sont ensuite internalisés via les perméases (ALSP_2200 et ALSP_2205) et dégradés
via la PHB dépolymérase (ALSP_2202) en monomeéres. Ensuite, ces monomeres entrent dans le cycle de B-

oxydation via la 3HB déshydrogénase (ALSP_2203) (Shiraki, Endo et Saito, 2006). Pour valider I'implication
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de ces génes dans la dégradation du PHBV, une analyse d'expression différentielle d'Alteromona sp. a été

réalisée avec du glucose ou du PHBV comme conditions de culture comme source de carbone.

c. Analyse transcriptomique

Pour valider l'implication des genes décrits ci-dessus dans la dégradation du PHBV, une analyse
d'expression différentielle d'Alteromonas sp. a été réalisée avec du glucose ou du PHBV comme source de
carbone. Une vue générale de I'expression des génes impliqués dans le métabolisme dans ces conditions

est présentée Figure 19.

Avec le PHBV comme source de carbone, le géne identifié comme codant pour la dépolymérase
extracellulaire ALSP_2657 est presque 30 fois plus exprimé qu'en condition contréle (log2 fold-change =
4,89) (Figure 20), indiquant que cette enzyme est bien impliquée dans la biodégradation de ce polymeére.
En revanche, I'expression de I'autre dépolymérase extracellulaire (ALSP_0697) ne change pas entre les deux
conditions de culture, laissant supposer que cette enzyme est soit impliquée plutdt dans la dégradation des
PHAmcl que celle de PHAscl comme le PHBV (les dépolymérases étant divisées en deux groupes (SCL- et
MCL-PHA dépolymérases) et différant quant a la spécificité de substrat pour les SCL-PHA ou MCL-PHA (Kim
2007)), soit ce n'est pas une PHA dépolymérase. L'hydrolase codée par ALSP_2201 est presque 9 fois plus
exprimée sous condition PHBV (log2 fold-change = 3,12) (Figure 20), ce qui semble valider son implication
dans le clivage des polyméres PHBV. Le processus d'hydrolyse étant peu spécifique (Meereboer, Misra, et
Mohanty 2020), des oligomeéres de poly(R-3-hydroxybutyrate) (PHB) de différentes tailles et des
monomeres de 3-hydroxybutyrate (3HB) et de 3-hydroxyvalérate (3HV) pourraient étre générés. Le PHBV
utilisé pour cette expérience étant composé de seulement 3% de HV, la quantité de monomeres HV libérée

serait relativement faible par rapport a celle des monomeres HB.

55



3
z
H
2
H
g
b
§
a

» ]
2 i
3 i i
g Lis By ]d
i B
i £

Posshantyaivete inase

Béta oxydation

i =

2

:

H

H

H

2

H kS
E
Y

»
8
g [=
x
@ -
s
E
& e

4

. cel

H L

THhser =

@

e

| coners -micn |

-

Chaine respirataire
ety con
*, "

Pyrate

Figure 19 : Vision générale de I'analyse transcriptomique d’Alteromonas sp. En rouge, les séquences
codantes surexprimées, et en bleue celles qui sont sous-exprimées en condition d’utilisation du PHBV
comme seule source de carbone

Polyméres. de PHEV

56



La porine codée par ALSP_2205 n'est pas surexprimée en condition PHBV par rapport a la condition
contrdle (Figure 20), ce qui peut s'expliquer par le fait que les porines permettent une diffusion passive non
spécifique et sont présentes en grand nombre, représentant la majorité des protéines membranaires
externes des bactéries Gram-négatives (Jap et Walian, 1996). En revanche, la perméase codée par
ALSP_2200 est 30 fois plus exprimée (log2 fold-change = 4,94) (Figure 20), suggérant que ce transporteur
cellulaire est spécifique des substrats libérés lors de la biodégradation externe du PHBV. Les porines étant
perméables aux solutés hydrophiles de < 600 Da (Jap et Walian, 1996) et les monomeres de HB et HV ayant
un poids moléculaire de 104 et 117 Da respectivement, on peut envisager que des oligoméres composés

de jusqu'a 5 monomeéres puissent étre internalisés.

La dépolymérase intracellulaire codée par ALSP_2202 est 4 fois plus exprimée en condition PHBV par
rapport a la condition contréle (log2 fold-change = 2,01) (Figure 20). Cette enzyme est beaucoup moins
surexprimée que la dépolymérase externe codée par ALSP_2657, indiquant que la biodégradation du PHBV
est un processus qui se déroule principalement dans le milieu extracellulaire. Ces résultats sont en accord
avec ceux retrouvés dans la littérature. En effet, selon la revue de Meereboer et ses collaborateurs, la
biodégradation des PHA est principalement réalisée de maniére extracellulaire par des enzymes externes
(Meereboer, Misra, et Mohanty 2020), ces derniéres décomposent des polyméres complexes donnant des
molécules plus petites a chaines courtes (oligomeres, diméres et monomeéres) suffisamment petites pour
traverser la membrane bactérienne et étre utilisées comme source de carbone et d'énergie (Shah et al.,
2008). La biodégradation peut également se produire dans les cellules, mais ce processus a lieu
principalement pour dépolymériser le PHA intracellulaire (Handrick et al., 2004). Ainsi, Alteromonas sp.

internalise principalement le 3HB et une petite quantité de monomeéres de 3HV.
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) Acétoacétyl-CoA
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Acétoacétyl-
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Figure 20 : Biodégradation du PHBV par Alteromonas sp.
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Concernant les monomeres 3HV, ils seraient assimilés par liaison avec une coenzyme-A gréace a l'action
d'une Acyl-CoA synthétase (Figure 20). Cette enzyme non spécifique est codée par au moins cing genes
présents chez dans le génome d’Alteromonas sp. (ALSP_0734, ALSP_0859, ALSP_0920, ALSP_2117 et
ALSP_3957), dont trois sont surexprimés sous condition PHBV (ALSP_0734, ALSP_0859 et ALSP_0920 ; log2
fold-change = 1,30, 4,74 et 3,21, respectivement). Le 3-hydroxyvaléryl-CoA produit serait ensuite
transformé en 3-cétovaléryl-CoA par I'a-cétoacide déshydrogénase, un complexe composé de protéines
codées par trois séquences co-localisées (ALSP_1290, ALSP_1291 et ALSP_1292) et qui sont entre 13 et 24
fois plus exprimées lorsque le PHBV est la source de carbone (log2 fold-change = 4,06, 4,37 et 3,69,
respectivement). Ensuite, le 3-cétovaréryl-CoA serait clivé en acétyl-CoA et propionyl-CoA par la 3-cétoacyl-
CoA thiolase (ALSP_2036, ; log2 fold-change =.2,04). Le propionyl-CoA serait alors métabolisé par le cycle
du citrate de méthyle, une voie paralléle au cycle triacyl carboxylique (TCA) qui conduit a la production de
succinate et de pyruvate a partir du propionyl-CoA et de I'oxaloacétate (Brock et al., 2002) (Figure 19). Cette
voie en 5 étapes implique quatre enzymes (2-Méthylcitrate synthase, 2-Méthylcitrate déshydratase, 2-
Méthyl-aconitate isomérase et 2-Méthyl-isocitrate lyase) codées par le groupe de genes co-localisés
ALSP_2595 a ALSP_2598. L'expression de ces séquences est inchangée en condition PHBV par rapport a la

condition glucose, ce qui peut s'expliquer par la faible quantité de HV dans la composition de PHBV.

Les monomeres 3HB libérés semblent emprunter la voie métabolique décrite par Senior et Dawes chez
Azotobacter beijerinckii (Senior et Dawes 1973) et seraient oxydés en acétoacétate par la 3HB
déshydrogénase. Deux génes codant pour cette enzyme sont présents dans le génome d'Alteromonas sp.
et les deux sont surexprimés lorsque le PHBV est la source de carbone ; ALSP_1227 et ALSP_2203 (log2 fold-
change = 3,56 et 1,58, respectivement) (Figure 20). Pour régénérer le NAD+ réduit en NADH par la 3HB
déshydrogénase, la NAD kinase codée par ALSP_2204 pourrait intervenir mais son expression ne change
pas entre les deux conditions de culture. L'acétoacétate serait alors lié a une coenzyme-A par la succinyl-
CoA transférase qui est codée par ALSP_1251 et ALSP_1252, deux séquences co-localisées et trés fortement
surexprimées sous condition PHBV (log2 fold-change = 6,25 et 6,80, respectivement) (Figure 20). Le produit
acétoacétyl-CoA serait donc clivé en deux molécules d'acétyl-CoA par la 3-Ketoacyl-CoA thiolase, une
enzyme du cycle de la B-oxydation codée par la séquence ALSP_2036 qui est 4 fois plus exprimée en
condition PHBV qu'en condition glucose (log2 fold-change = 2,04) (Figure 19 et 21). Cette voie de
dégradation des acides gras fait intervenir des enzymes codées par le régulon fad responsables du clivage
des acides gras en acétyl-CoA (Fujita, Matsuoka, et Hirooka 2007). Les protéines impliquées (Acyl-CoA
synthétase, ALSP_0734 et ALSP_0859 ; Acyl-CoA déshydrogénase, ALSP_0335, ALSP_0370 et ALSP_1559 ;
Enoyl-CoA hydratase, ALSP_4545 et ALSP_4576) sont également surexprimées en condition PHBV par
rapport a la condition contréle (log2 fold-change = 1.30, 4.74, 2.40, 4.40, 2.10, 1.61 et 1.21,
respectivement), ce qui permet a la bactérie de générer des porteurs d’électrons sous forme réduite (NADH

et FADH2) et de produire de I'acétyl-CoA a partir des acides gras (Figure 21).
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Figure 21 : Activation de la voie de la 8-oxydation en condition PHBV permettant de cliver les acides gras
en acétyl-CoA et de générer des porteurs d’électrons sous forme réduite.

L'acétyl-CoA produit a partir de la biodégradation et de la métabolisation du PHBV et de la dégradation
des acides gras alimente le cycle du TCA mais I'analyse de l'expression différentielle entre les deux
conditions de culture montre que l'expression de la plupart des enzymes impliquées dans le cycle du TCA
ne change pas sous la condition du PHBV par rapport a la condition témoin (Figure 22). En revanche, les
deux enzymes du shunt glyoxylate (GS), l'isocitrate lyase et la malate synthase, sont toutes deux fortement
surexprimées (ALSP_0425 et ALSP_0423, log2 fold-change = 5,51 et 4,22, respectivement). De méme,
I'enzyme régulatrice Isocitrate déshydrogénase kinase/phosphatase codée par ALSP_2577 est également
surexprimée sous condition PHBV (log2 fold-change = 2,17), cette derniére inhibe I'enzyme TCA Isocitrate
déshydrogénase par phosphorylation (Laporte, Stueland, et Ikeda 1989) pour favoriser I'lsocitrate lyase et
la GS. Ainsi, I'acétyl-CoA est plus impliqué dans I'approvisionnement du cycle GS que dans celui du cycle
TCA. Lorsque les cellules sont cultivées en présence d'une source de carbone tres assimilable comme le
glucose, il est avantageux de faire passer leur flux de carbone a travers un cycle complet de TCA. En effet,
ces réactions sont les plus efficaces pour récupérer I'énergie des sources de carbone et régénérer les
porteurs d'électrons réduits (de la Pefia Mattozzi, Kang, et Keasling 2010). En condition PHBV, I'utilisation
préférentielle du cycle GS plutdt que du cycle TCA complet peut s'expliquer par le fait que ce by-pass évite
la perte des carbones sous forme de CO2, évitant les étapes de décarboxylation du cycle TCA (Dolan et
Welch 2018), au détriment de production d'énergie (de la Pefia Mattozzi, Kang, et Keasling 2010). De plus,
le GS est essentiel lorsque les bactéries sont cultivées avec des sources de carbone qui entrent dans le

métabolisme exclusivement sous forme d'acétyl-CoA (Laporte, Stueland, et lkeda 1989), ce qui est le cas
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pour le PHBV. Cependant, le GS contourne les étapes de production de porteurs d'électrons du cycle TCA,
en particulier la production de NADH, qui sont nécessaires au sein de la chaine de transport d'électrons
dans la production d'ATP (Koedooder et al., 2018). Néanmoins, ce phénoméne peut étre compensé par une
production accrue de NADH et de FADH2 grace a la stimulation du cycle de B-oxydation sous condition

PHBV (Sandhir 2014).
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Figure 22 : Cycle de Krebs et shunt du Glyoxylate. Alteromonas sp. Semble préfrérentiellement utiliser le
shunt du glyoxylate lors de I'assimilation du PHBV comme source de carbone.

Les porteurs d'électrons réduits sont oxydés par les complexes de la chaine respiratoire membranaire.
L'expression des trois premiers complexes ne change pas entre les deux conditions de culture (Figure 19).
En revanche, le complexe IV correspondant a la cytochrome ¢ oxydase est composé de plusieurs sous-unités
qui sont codées par un groupe de geénes co-localisés fortement surexprimés lorsque le PHBV est la source
de carbone (ALSP_3970 a ALSP_3978, log2 fold-change de 6,11 a 1,99). Les procaryotes sont capables de
répondre aux changements environnementaux en induisant des composants respiratoires particuliers a la
demande (Ludwig 1987). La surexpression de la cytochrome ¢ oxydase stimule le pompage des protons du
cytoplasme vers le périplasme et génere ainsi un gradient électrochimique élevé. Cette derniére est utilisée
pour le fonctionnement de I'ATP synthase, formée de nombreuses sous-unités codées par le groupe de
génes co-localisés de ALSP_3816 a ALSP_3824. Leur expression ne change pas sous condition PHBV par
rapport a la condition glucose, indiquant que toutes les voies métaboliques mises en place en amont par
Alteromonas sp. lorsque le PHBV est la source de carbone, sont suffisantes pour assurer la fonction d'ATP

synthase et une production d'énergie cellulaire adéquate.

Enfin, la plupart des enzymes impliquées dans la voie de la glycolyse sont sous-exprimées en condition

PHBV par rapport a la condition contrdle avec glucose, ainsi que les transporteurs spécifiques de ce
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monosaccharide (ALSP_2707 et ALSP_4807, log2 fold-change = -5,65 et -6,31, respectivement) (Figure 19).
Ce résultat semble logique puisque les bactéries ne dépenseront pas d'énergie pour traduire et transcrire

des protéines qui ne sont pas utiles dans les conditions de culture dans lesquelles elles se développent.

d. Conclusion

Lors de ce travail, nous avons isolé une nouvelle souche marine d'un consortium microbien dégradant
le Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV). Cette souche a été affiliée au genre Alteromonas
et a été nommeée Alteromonas sp. Différents parametres biologique et physico-chimiques ont été effectués
pour confirmer la capacité de cette souche a dégrader le PHBV. De plus, le séquengage du génome de cette
souche révele trois protéines potentiellement impliquées dans la dépolymérisation externe, dont deux sont
isolées dans le génome (ALSP_2657 et ALSP_0697). Ces deux dépolymérases ont toutes les caractéristiques
pour étre sécrétées et impliquées dans le catabolisme des glucides. Concernant la troisieme dépolymérase
externe (ALSP_2202), aucun peptide signal n'a été détecté. Cette derniére protéine est localisée dans un
cluster de génes potentiellement impliqués dans la dégradation des PHA. L'analyse de I'expression
différentielle des genes utilisant le PHBV comme unique source de carbonne va réveler finalement que
ALSP_0697 n’est pas surexprimée dans ces conditions. Grace aux transcriptomes, nous avons p{ retracer
tout le cheminement du PHBV au sein de la cellule et mis en lumiére tous les genes impliqués. L'utilisation
du shunt du glyoxylate n’était pas attendu mais permet a la cellule d’éviter une décarboxylation en la faveur

de la production de biomasse.

L’ensemble de cette étude est en cours de valorisation par I'écriture d’un article. Les résultats présentés
correspondent, a notre connaissance, a la premiére étude compléte de biodégradation d’un polymere qui
s’étend des tests de dégradation jusqu’aux analyses de génomique/transcriptomique qui les valident. Lors
de ce travail, I'ensemble des données des parametres biologiques et physico-chimique a été analysé par la
thésarde que j'ai co-encadrée, Justine Jacquin, tandis que je me suis préférentiellement attelée a
I'annotation fonctionnelle des genes impliqués dans la biodégradation. L'analyse de I'expression
différentielle a été réalisée par Adele Wolinski, étudiante en M2, en suivant mes consignes et mes
recommandations. Ce manuscrit, dont je dirige la rédaction et dont je serai la derniére auteure est, pour

I'instant, co-écrit par Adele Wolinski, Justine Jacquin et moi-méme.
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3. De l'identification a I'activité enzymatique

Lors de l'exploration du génome d’Alteromonas sp., la prédiction fonctionnellle en tant que
dépolymérase externe de la CDS ALSP_2657 a été confirmée par I'analyse du transcriptome du génome
lorsque du PHBV est utilisé comme source de carbone. Afin d’aller plus loin dans I’analyse de cette protéine,
des premieres expérimentations de dégradation in vitro ont été réalisées par Gabrielle Derippe, étudiante
en these que je co-encadre. Nous avons identifé a partir de la littérature, deux dépolymérases du PHB,

P12625 et P94146, référencées dans la base de données UniProtKB (https://www.uniprot.org/) et isolées

respectivement de Alcaligenes faecalis T1 (renommée Ralstonia pickettii ou Burkholderia pickettii)
(Shirakura et al., 1986) et Alcaligenes faecalis AE122 (Kita et al., 1997). Ces deux enzymes ont servi de
témoins dans notre expérimentation. Les enzymes P12625, P94146 ainsi que ALSP_2657, ont été produites
et purifiées par le Laboratoire de Génomique et Biochimie du Métabolisme (Genoscope/LGBM). Pour se
faire, les génes codant pour ces enzymes ont été amplifiés a partir de ’ADN génomique ou directement
synthétisé. Ils ont ensuite été clonés dans un vecteur d’expression qui a été introduit dans une souche
d’Escherichia coli pour surexprimer la protéine pendant la culture. Apres purification de chacune des
protéines, en se basant sur les travaux présentés dans trois articles (Shirakuma et al., 1986 ; Mukai et al,
1993a et Morohoshi et al., 2020), nous avons observé I'activité catalytique des enzymes par la décroissance
de la turbidité de granules de PHBV en solution par un suivi de DO a 650nm. Les conditions en termes de
tampon et de température préconisés par Shirakuma et ses collaborateurs (Shirakuma et al., 1986) ont été
appliquées dans un premier temps pour les trois enzymes. Une modification de tampon a d( étre apportée
pour ALSP_2657 dont aucune décroissance de I'absorbance n’avait été observée avec le tampon de la
publication de Shirakuma et ses collaborateurs. Les résultats préliminaires de biodégradation in vitro

obtenus avec les trois enzymes sont présentés dans la Figure 23.
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Figure 23 : Suivi en fonction du temps de I’activité enzymatique des dépolymérases extracellulaires de
Ralstonia pickettii T1, Alcaligenes faecalis AE122 et Alteromonas sp.

Des tests d’optimisation de I'activité enzymatique de ALSP_2657, axés sur le tampon et la température

de réaction, sont en cours de réalisation afin de trouver des conditions plus optimales pour la dépolymérase

ALSP_2657 d’Alteromonas sp.

4. A chaque polymere ses dégradeurs ?

Le postulat fait, est que les dégradeurs recrutés lors de la colonisation sont spécifiques de la nature du

polymére contrairement au reste de la plastisphere. L'identification de ces différents dégradeurs s’effectue

aprés immersion, pendant plusieurs mois dans le port de Banyuls-sur-Mer (42°29°300 N — 03°08’700 E,

France), de polyméres ayant des compositions différentes. Les caractéristiques des polyméres testés sont

résumées dans le Tableau 5.
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Nom du PHA

Composition

Cristallinité

Aspect initial

Aspect apres
immersion

Dégradation

PHB 100% HB N Feipier cla sl NA t+t
blanc
94% HB Lamelles Lamelles
PHBHHx94 6% HHx +++ transparentes et transp.a'rentes -
rigides et rigides
89% HB Lamelles Lamelles
PHBV89 11% HV ++ transparentes et transparentes =
rigides et rigides
Lamelles
95% HB Lamelles blanches blanches
PHBV o -
35 5% HV A opaques et rigides opaques et
rigides
92% HO . Transparent et
PHOHHx 8% HHx + Transparent rigide AR ++
60% HO Transparent et Souples et
PHOHHp 40% HHp * collant collants *
89% HO
PHO 5.5% HHX + souple En cours En cours
5.5% HD
95% HHp
PHHp 4.4% HD - Collant/ Elastique En cours En cours
0.6% HV
58.1% HN
24% HD
PHN Aac 14% HHp = souple En cours En cours
4% HO
74% HN
PHN ac 23% HHp - souple En cours En cours
2%HD

Tableau 5 : Caractéristiques des différents types de plastiques PHA utilisés lors de I'expérience (HB,
hydroxybutyrate ; HHx, hydroxyhexanoate ; HV, hydroxyvalerate ; HO, hydroxyoctanoate ; HHp,
hydroxyheptanoate). Dans la production de PHNac, il a été ajouté de l'acide acrylique (inhibiteur beta-
oxidation) au substrat afin de se rapprocher d'un homopolymere en HN. Non applicable. Polyméres fournis
par Stéphane Bruzaud, IRDL, Lorient.

Le premier lot de polymeéres a été immergé d’octobre 2020 a avril 2021. Le PHB a été utilisé comme
témoin. Comme attendu, ce polymére a été totalement dégradé apres les 6 mois d’'immersion (Meereboer,
Misra, and Mohanty, 2020). En revanche, les polymeres composés d’une trés grande majorité de PHB
(PHBV95, PHBHHxX94 et PHBV89), ne présentaient pas de signes visibles de biodégradation. L’introduction
de HV et de HHx dans le PHB aboutit a la formation d’un copolymére dont la région amorphe est plus
importante que celle du PHB seul, ce qui devrait le rendre plus sensible a I'attaque enzymatique et donc a
la biodégradation (Jendrossek, Schirmer, and Schlegel 1996 ; Meereboer, Misra, and Mohanty, 2020), mais
contre toute attente les PHA dépolymérases sont plus efficaces sur le PHB que sur le PHBV (Meereboer,
Misra, and Mohanty, 2020). Le taux de biodégradation diminue d’autant plus que la chaine latérale des
unités monomériques est longue, celle-ci empéchant la diffusion des dépolymérases (Li et al., 2007). Ainsi,

dans le cas de ces 3 copolymeéres, les monomeres de HV et de HHx qui présentent une chaine latérale plus
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longue que celle du HB, limite I'accés des dépolymérases aux sites de clivage des copolymeéres ce qui
explique leur plus faible biodégradation par rapport au PHB. L’épaisseur des lamelles utilisées est aussi un
des facteurs limitant la dégradation enzymatique de ces PHAs (Li et al., 2007). Quant aux copolymeéres plus
amorphes composés uniquement de mcl, PHOHHx et PHOHHp, ils semblaient étre plus dégradés que les

PHAs plus cristallins comme cela était attendu (Jendrossek, Schirmer, and Schlegel, 1996).

Aprés détachement des cellules des biofilms (appelés consortia) des polymeres, le test de
biodégradation basé sur la présence d’un halo de dégradation (Jendrossek, Schirmer, and Schlegel, 1996),
a été réalisé apres dépot d’un aliquote de chaque consortium sur un milieu gélosé contenant du PHBV en
poudre comme unique source de carbone (Figure 12). Les cellules de ceux répondant positivement a ce test
ont été étalées sur un milieu riche et les clones isolés ont a leur tour été testés pour leur capacité a dégrader

le PHBV.

Figure 24 : Développement des communautés bactériennes et formation des halos de dégradation a partir
des inoculums issus des différents types de PHA cultivés sur une boite gélosée de milieu minimum contenant
du PHBV (Vert, PHBHHx94 ; Jaune, PHOHHXx ; Gris, PHBV89 ; Noir, PHOHHp ; Rouge, PHBV95)

Les halos de dégradation ont été obtenus pour I'ensemble des copolymeéres contenant du PHB ainsi
qgue pour les échantillons issus du PHOHHp. Cette derniere observation tend a montrer que parmi ce
consortium, une (des) souche(s) est (sont) capable(s) de dégrader des scl. En revanche, I'inoculum du
PHOHHXx est resté inerte. Dans le cadre de I'isolement de souches, a ce jour, seules des colonies isolées
issues du consortium PHBV89 ont développé un halo de dégradation. L'identification taxonomique de ces
souches a révélé leur appartenance a des taxons non identifiés jusqu’alors comme intervenant dans la

biodégradation des polyhydroxyalcanoates. Les expérimentations d’isolement de souches se poursuivent
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pour les autres polymeres. L'ensemble de ce travail a été réalisé, sous ma direction, par Adele Wolinski et

Adéle Luthi-Maire, étudiante de M1.
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V. Projet derecherche : De la colonisation aux processus de
dégradation des plastigues en milieu marin

1. Contexte du projet de recherche

Le projet que je propose se place dans le contexte de la recherche de solutions alternatives aux
plastiques conventionnels, qui sont responsables d’une pollution émergente et représentent un enjeu
environnemental majeur. De nouveaux plastiques non conventionnels sont actuellement congus et il est
nécessaire de s’assurer avant leur utilisation de leur faible impact sur I'environnement et de leur capacité
a étre biodégradés. Ainsi, ce projet a pour objectif de préciser le comportement de ces plastiques en milieu
marin, de comprendre les mécanismes de biodégradation médiés par les bactéries et de proposer in fine
des procédés améliorés de biodégradation, basés sur les enzymes impliquées. Ce projet, avec des ambitions
a court, moyen et long termes, s’integre dans la suite des travaux que je suis en train de mener et qui vous

ont été présentés précédemment.

Les études présentées dans le chapitre IV « La biodégradation des polyhydroxyalcanoates (PHA) » ont
permis de mieux comprendre la biodégradation des PHA non seulement a partir de souches pures en
laboratoire, mais aussi a partir de communautés complexes en conditions naturelles marines. En utilisant
le metabarcoding de I’ADNr16S, la caractérisation de la plastisphére a permis (i) de confirmer I'originalité
de cet environnement par rapport aux microorganismes libres ou attachés aux particules organiques
comme cela avait déja été décrit (Dussud et al., 2018a ; Catao et al., 2019 ; Lambert et al., 2019 ; Planes et
al. 2019), (ii) de mettre en évidence que les communautés microbiennes sont spécifiques de plusieurs
plastiques biodégradables susceptibles d’étre utilisés comme des substituts aux plastiques conventionnels
et (iii) de caractériser leur activité de biodégradation par des approches pluridisciplinaires. Cependant, si
I"utilisation du meta-barcoding de I’ADNr 16S permet d’identifier les communautés microbiennes naturelles
associées a la dégradation de ces matériaux, elle ne permet pas de déterminer le réle de chacune des
especes qui composent ces communautés dans le processus de dégradation, ni d’identifier les mécanismes
moléculaires sous-jacents. Une réponse a ces questions peut étre apportée par des approches de
métagénomiques couplées a un marquage isotopique du matériel a tester (DNA stable isotope probing ou
DNA-SIP, (Dumont et Murell, 2005)). Ce type d’approches reste couteux mais est extrémement sensible
pour accéder au lien diversité - fonction des communautés naturelles. Par exemple, des précédents travaux
ont utilisé le DNA-SIP couplé au metabarcoding (DNA-SIP-MetaB) pour caractériser les especes capables de
dégrader des polluants organiques persistants (Sauret et al. 2013, Sauret et al.,2014). Dans le cas d’un
couplage DNA-SIP et métagénomique (DNA-SIP-MetaG), une méthode extrémement puissante (Singer,
Wagner et Woyke, 2017 ; Altshuler et al., 2022), la portée des résultats peut toutefois étre limitée par les

fonctions parfois inconnues dans les bases de données fonctionnelles (par exemple les données COG
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(Clusters of Orthologous Genes) et PFAM (Protein families) des bases de données du National Center for
Biotechnology Information (NCBI)). Une approche de méta-transcriptomique (metaT) peut étre un
complément pertinent, mais les molécules d'ARN sont moins stables que I'ADN génomique, ce qui améne
des problemes de reproductibilité en plus des contraintes analytiques lourdes et couteuses inhérentes a
cette approche (Ammon et al, 2019; Cristescu, 2019). En complément de ces approches
environnementales, il peut étre utile de développer une approche culturale. Dans ce cas, les génes exprimés
par des souches pures isolées en laboratoire lors de la biodégradation du plastique d’intérét sont identifiés
par des outils de génomique et de transcriptomique, et les voies métaboliques impliquées peuvent étre

reconstruites.

L’étude proposée sera, dans un premier temps, le couplage entre une approche culturale (génomique,
transcriptomique) et des communautés complexes (DNA-SIP-MetaG) pour identifier les enzymes clés qui
interviennent dans les processus de la dépolymérisation a I'assimilation/minéralisation des plastiques
incluant des tests de dégradation in vitro pour les dépolymérases identifiées. Cette strategie fournira des
données de génomique fonctionnelle environnementale originales qui permettront de mieux comprendre
les processus de biodégradation en mileu marin et d’identifier des enzymes potentiellement impliquées
dans ces processus. Les polymeéres qui seront utilisés seront tout d’abord des PHAs ayant des propriétés
différentes afin d’établir une preuve de concept a partir de polyméres biosourcés et biodégradables. Dans
un second temps, des polymeres tels que le polyéthyléne vieilli (OXO) seront testés afin de mettre en
évidence, entre autres, les enzymes intervenant dans les premiéres étapes de la dépolymérisation du
plastique. En effet, bien que différentes espéces bactériennes aient été identifiées pour leur capacité a
biodégrader des polymeres pétro et bio-sourcés (revue de Jacquin et al., 2019), aucun des mécanismes
moléculaires proposés de la biodégradation des polyméres n’a été validé expérimentalement. La seule
étude fonctionnelle de la dégradation d’'un polymére est celle présentée par Gravouill et al. sur le
polyéthyléne (Gravouil et al., 2017), mais sans mettre en évidence I'enzyme clé de la dégradation. En
paralléle de ces axes d’investigation, I’évolution de la plastisphére sera analysée, sur du long terme, par une
approche de MetaB, afin de connecter les données (méta)génomiques et de métabarcodes, de les
comparer avec des données environnementales, et potentiellement de mettre en évidence une mise en

place progressive des biodégradeurs.

2. Déroulement du projet

Ce projet se déroulera en plusieurs étapes (décrites ci-dessous) et sera multidisciplinaires (écologie,
microbiologie, (bio)chimie, génomique...). Pour le mettre en ceuvre, je travaillerai avec des laboratoires
avec lesquels j’ai I’habitude de collaborer et qui sont renommés dans leur domaine. L'organisation générale

du projet est présentée Figure 25.
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Figure 25 : Vue d’ensemble du déroulement du projet de recherche proposé « De la colonisation aux
processus de dégradation des plastiques en milieu marin ».

A. Isolement de souches intervenant dans la biodégradation des polymeres.
Collaborateurs : Jean-Francois Ghiglione (CNRS/LOMIC?), Stéphane Bruzaud (IRDL?) et le Genoscope
(LABGEMP, LS LIS®)

Les polyméres d’intérét seront immergés pendant plusieurs mois dans le port de Banyuls sur mer
(42°29’300 N — 03°08’700 E, France) comme cela a déja été décrit précédemment. La plastisphére sera
détachée des plastiques et utilisée pour I'isolement de souches cultivables. Dans le but d’explorer le
potentiel de cette approche, j'ai déja isolé une dizaine de souches bactériennes marines taxonomiquement
différentes et capables de dégrader divers PHBV comme seule source de carbone. A ce jour, j'ai focalisé
mon attention sur un seul isolat qui est une nouvelle espece non décrite du genre Alteromonas sp.. Le
séquencage complet du génome et du transcriptome de cette souche en condition de culture en glucose

ou en PHBV comme source de carbone ont été réalisés et analysés, comme cela a été décrit précédemment.

Le séquencage complet du génome des autres souches déja isolées sera réalisé, tout comme pour

Alteromonas sp., en compilant des données issues de deux technologies de séquengage différentes : Oxford

69



Nanopore Technology (ONT) et Illumina. Pour rappel, la premiere permet d’obtenir des lectures de tres
longues tailles (de I'ordre de plusieurs kb voire de dizaines de kb) intervenant dans I'intégrité du génome
en apportant une structure pour I'assemblage couvrant les régions répétées, tandis que la deuxieme génére
des lectures de petites tailles (de I'ordre d’une centaine de nucléotides) qui permet d’obtenir une séquence
de qualité. Il est prévu de séquencer chaque génome a des profondeurs de 100X en ONT et 100X (en 2*150
nt) en lllumina, stratégie classiquement utilisée au Génoscope pour obtenir des génomes bactériens
entierement assemblés et de haute qualité. L’assemblage des données des génomes de chaque souche sera
intégré dans la plateforme Microscope (Vallenet et al., 2006 ; Vallenet et al., 2017). Les contenus géniques
des génomes seront ensuite analysés et les 5 génomes les plus intéressants en termes de diversité et
d’organisation géniques seront choisis pour I'analyse transcriptionnelle. Tout comme pour Alteromonas sp.
'ARNm des 5 souches sélectionnées sera extrait, suivant la procédure décrite par Sauret et ses
collaborateurs (Sauret et al.,2016), aprés culture en milieu minimum marin artificiel contenant soit du
glucose a 20mM (condition témoin), soit du PHBV comme seule source de carbone. Chaque condition de
culture sera réalisée en triplicats. Les ARNs seront séquencés en Illumina (en 2*150 nt) et les données de
transcriptomiques seront analysées, apres alignement des lectures sur le génome complet via le pipeline

implémenté dans la plateforme Microscope.

La difficulté de cette étape concerne essentiellement les conditions et le temps de culture. Le PHBV est
commercialisé en poudre et peut facilement étre ajouté dans une gélose de milieu minimum marin. Les
PHAmcl et les OXO se trouvent sous forme de films et ne peuvent pas étre broyés en poudre, lié a leurs
propriétés. Des tests de pousse cellulaire sur un milieu minimum marin gélosé avec des pastilles de
polyméres comme seule source de carbone sont en cours. Par ailleurs, le temps nécessaire pour obtenir
des preuves de dégradation peuvent étre trés longs (jusqu’a plusieurs mois). Les parametres physico-
chimiques tels que la respirométrie, la microscopie électronique et la perte de masse sont des paramétres

majeurs pour le suivi de la biodégradabilité des souches isolées de ces plastiques.

B. Recherche de biodégradeurs par 3C DNA-SIP
Collaborateurs : Jean-Francois Ghiglione (CNRS/LOMIC?), Stéphane Bruzaud (IRDL?) et le Genoscope

(LS? LIS®)

La méthode de 3C DNA-SIP couplée a une analyse métagénomique de la communauté, permet de
révéler les liens entre la diversité microbienne et la fonction des populations microbiennes sans passer par
une étape de mise en culture et ainsi mieux comprendre les relations qui existent entre les dégradeurs et
la population qui bénéficie de cette dégradation (appelées « opportunistes ») au sein de la plastispheére.
Brievement, cette technique repose sur le marquage au 3C d’un polymére qui est incubé avec une
communauté microbienne provenant d’un biofilm mature issu d’une colonisation du méme polymére mais

non marqué (12C). Aprés inoculation pendant plusieurs jours/mois dans des aquariums en circuit ouvert sur
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la baie de Banyuls sur mer, la communauté microbienne est détachée des polymeéres et I’ADN est extrait
selon le protocole déja décrit. Plusieurs points de prélévement sont effectués et en paralléle I'ensemble
des parameétres (production bactérienne, consommation d’oxygéne, masse, nutriments) sont suivis afin de
choisir le temps de préléevement le plus adéquat pour les analyses. L’ADN extrait est fractionné en gradient
de Chlorure de césium suivant sa densité (Dunford et Neufeld, 2010). On obtient deux fractions : la fraction
lourde correspondant a I’ADN ayant incorporé du 3C, c’est a dire ’ADN des organismes qui ont métabolisé

le polymére marqué, et la fraction légere, qui correspond a I’ADN des opportunistes (Figure 26).
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Figure 26 : Schéma expérimental de I'expérience DNA-SIP permettant de différentier les biodégradeurs
(fraction lourde) des opportunistes (fraction légére).

Une premiére expérience de 3C DNA-SIP-MetaG, en utilisant du PHBV avec 3% de valérate comme
source de carbone, a déja été réalisée pendant la thése de Justine Jacquin. L’analyse de la communauté
naturelle complexe par le pipeline bioinformatique SqueezeMeta (Tamames et Puente-Sanchez, 2019) a
permis de reconstruire des MAG (Metagenome-Assembled Genome).de dégradeurs. L'exploration de ces
génomes, par les deux stagiaires de M2 (Safa Habichy et Florent Poubanne) que j'encadre, est en cours. Les
résultats, déja encourangeants, permettront de compléter notre connaissance sur le processus de

biodégradation, notamment au sein d’'une communauté naturelle complexe.

L'une des difficultés de cette approche est que, comme indiqué précédemment, la technique du 3C
DNA-SIP est une technique co(teuse. Cependant, dans le cadre d’une collaboration avec les polyméristes
de I'IRDL, qui ont développé la capacité de produire sur mesure des polyméres marqués au *3C, le prix de
ces polymeres a été considérablement réduit et ouvre des perspectives sur I'éventail des plastiques a
étudier. Il n’en reste pas moins que le temps idéal de prélevement est, en fonction des polymeres étudiés,

un point délicat et que le suivi des parametres de biodégradation est essentiel.
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C. Génomique comparative : Organisation génique, voies métaboliques,

identification des enzymes.
Collaborateurs : Genoscope (LABGEM?)

L'exploration du génome d’Alteromonas sp. m’a permis pour l'instant de mettre en évidence la
présence de plusieurs dépolymérases extracellulaires (dont une exprimée différentiellement en condition
de culture PHBV), ainsi que d’autres geénes intervenant potentiellement dans le processus de
biodégradation. L’analyse comparative des génomes nous permettra de savoir si le contenu génique, et
potentiellement cette organisation, sont conservés chez les biodégradeurs. La voie de biodégradation a été
complétement reconstruite pour Alteromonas sp. Nous pouvons nous poser la question de savoir si cette
voie sera la méme en fonction de la composition des polymeéres ou si la cellule engage d’autres voies
métaboliques plus orientées dans la dégradation des lipides comme cela peut étre attendu pour les PHAmcl
ou le PE ? Ces données obtenues par I'approche de génomique/transcriptomique pourront étre mises en
regard avec les résultats obtenus au niveau des communautés naturelles. Nous pourrons savoir si les
familles/genres/espéces obtenus par I'approche culturale seront les mémes que celles/ceux identifié(e)s
dans la fraction lourde dans les expériences de DNA-SIP et quelles seront les fonctions les plus présentes
dans cette communauté. A partir de nos connaissances sur les souches isolées, nous pourrons identifier et

étudier les enzymes clés impliquées dans la biodégradation.

Les analyses de génomique comparatives seront réalisées a I'aide de la plateforme Microscope qui offre
un panel d’outil dédiés a I'analyse des génomes procaryotes. Concernant les PHAs, les enzymes clés de
dépolymérisation sont des carboxylestérases appartenant a la famille des o/B hydrolases (Jendrossek et
Handrick 2002). Un grand nombre de dépolymérases ont été recensées dans « The PHA Depolymerase
Engineering Database » (Knoll et al. 2009, http: //www.ded.uni -stuttgart.de/). Pour identifier les
dépolymérases externes, qu’elles proviennent des analyses culturales ou des communautés, nous
utiliserons cette base de données pour des recherches d’homologie de séquences ainsi que des

informations issues des bases de données PFAM (http://pfam.xfam.org/, Mistry et al., 2021) et CAZy

(Carbohydrate-Active enZYmes, http://www.cazy.org/), plus axées respectivement sur des
domaines/familles de protéines et de la structure d’enzymes intervenant au niveau des liaisons

glycosidiques.

Lors de cette étude, de nouvelles dépolymérases (pour les PHA) vont trés probablement étre mises en
évidence. Les sites actifs du domaine catalytique des PHA dépolymérases sont trés conservés contrairement
au reste de la séquence. De ce fait, I'identification de ces enzymes permettra d’une part de compléter la
base de données DED (dont la derniére mise a jour date de 2005 (Knoll et al., 2009) et parmi lesquelles peu
d’enzymes issues de souches marines sont référencées) et d’autre part de caractériser potentiellement de
nouvelles familles de dépolymérases. Le risque de ne pas trouver de nouvelles dépolymérases de PHA

semble limité puisqu’une analyse succinte des génomes disponibles dans la base de données Microscope
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nous a déja permis d’identifier de potentielles dépolymérases de PHA. En revanche, comme dit
précedemment, aucunes enzymes intervenant dans les premiéres étapes de la dégradation des PE n’a a ce
jour été mis en évidence mais nous espérons que la stratégie que nous proposons permettra leur

identification.

D. Synthese des enzymes et Activité enzymatique
Collaborateurs : Jean-Francois Ghiglione (CNRS/LOMIC), Stéphane Bruzaud (IRDL?), Boris Eyheraguibel

(ICCF®) et le Genoscope (LGBM’)

L’activité des enzymes clés de I'étape initiale de la dépolymérisation qui auront été identifiées, sera
systématiquement validée in vitro. Les enzymes recombinantes seront toutes synthétisées et purifiées
comme cela a été présenté dans le chapitre IV. L'activité catalytique des enzymes sera évaluée par (i)
diminution de la turbidité des granules de PHBV en solution comme testé avec ALSP_2657 pour les PHAscl,
(ii) mesure de la libération de monomeres par de I'absorbance a 210nm pour la dégradation enzymatique
de films de PHAscl/mcl (Mukai, Yamada et Doi, 1993a et b), et (iii) chromatographie en phase liquide avec
spectrométrie de masse (LC-MS) couplée a de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) spécifiques pour
doser les oligomeéres de PE (technique développée par I'ICCF, Eyheraguibel, 2018). Dans le cas des films de
PHA, un suivi de perte de poids, une approche en microscopie a balayage électronique (MEB) et de couplage
microbalance a cristal quartz /microscopie a force atomique (AFM) (Yamashita et al., 2005 ; Kikkawa et

al.,2003) compléteront I’analyse de I'activité catalytique des enzymes.

L'ensemble de ces tests nous permettra de comparer les activités enzymatiques intra- et inter-
polyméres. Par ailleurs, nous regarderons s’il existe une corrélation entre I'activité et la séquence primaire,

voire tertiaire, de la protéine.

E. Procédé amélioré
Collaborateurs : Genoscope (L2BMS®, LGBM’)

La premiere avancée majeure dans le domaine du recyclage enzymatique est apparue avec la possibilité
de dépolymériser un minimum de 90 % de PET en monomere en environ 10 heures (Tournier et al., 2020).
Cette approche, développée par la société Carbios (https://www.carbios.com/fr/), a permis la production
des premieres bouteilles contenant 100 % d'acide téréphtalique recyclé en 2020 jusqu'au lancement de
leur premier démonstrateur industriel prévu en septembre 2021. Par ailleurs, Carbiolice (une filiale de
Carbios) a annoncé en septembre 2021 avoir obtenu la certification « OK Compost HOME » des emballages
rigides a base d’acide polylactique grace a 'additif Evanesto® (https://www.carbiolice.com/). Rappelons

que jusqu’alors, le PLA n’était biodégradable qu’en condition de compost industriel. L'additif enzymatique
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est ajouté au PLA lors des processus de transformation traditionnels, rendant désormais ce polymeére
compostable en conditions domestiques. Cependant, a ce jour, le PLA reste malgré tout non biodégradable
en milieu marin (information venant de Carbiolice). Dans la lignée de ce qui est fait pour le PET et le PLA, il
semble pertinent de se pencher a plus long terme sur des procédés pour améliorer les activités
enzymatiques des dépolymérases, comme par exemple en faisant de I'optimisation par DNA-shuffling
(Stemmer, 1994) ou par évolution programmée dans des systemes de culture continue GM3 (Marliere et
al., 2011). La méthode de DNA-shuffling consiste en une fragmentation des génes codant les protéines
d’intérét suivie de plusieurs PCRs permettant le réassemblage des génes de maniére artificielle. Ces génes
synthétiques sont ensuite clonés et I'activité enzymatique de chaque nouvelle protéine est testée. Une
autre méthode pour améliorer les activités enzymatiques est de soumettre les souches produisant ces
enzymes (naturelles ou apres clonage du gene d’intérét dans une souche réceptrice), a une forte pression
de sélection via un systéme de culture en continu (GM3) afin de générer des mutations qui vont permettre
une sélection des cellules les mieux adaptées. Ce systeme de culture GM3 a été développé par un
partenariat Genoscope et des collaborateurs (désormais société Altar) et cette plateforme est mise a
disposition pour des projets collaboratifs (https://www.ibisba.eu/Services/Subsidised-Access/TNA-

Platforms/GEN-GM3).

F. Analyse du suivi de la plastisphére
Collaborateurs : Jean-Francois Ghiglione (CNRS/LOMIC?), la fondation Tara Océan’ et le Genoscope (LS?,

LIS°)

Tout au long de ce projet, des analyses de la composition microbienne de la plastisphére sera réalisée.
Ces analyses metabarcode 16S seront effectués en utilisant les primers 515-F/926-R (Parada, Needham, et
Fuhrman, 2016) permettant d’amplifier la région V4-V5 de 'ARNr 16S et trés largement utilisés dans les
études de communautés microbiennes marines. Ces amplicons seront séquencés en lllumina (2*250 nt) et
environ 50000 séquences dites « valides » seront générées. Ces amplifications seront réalisées sur les
communautés détachées des polyméres immergés pour l'isolement de souches et des communautés
complexes de I'expérimentation 3C DNA-SIP. Dans les deux cas, un suivi temporel (un prélévement par
mois, sur plusieurs mois (voire années)) sera réalisé afin d’avoir une image de I’évolution de lacommunauté
en fonction de I'évolution de la dégradation et de la fraction dite « opportunistes » par rapport a celle des
« biodégradeurs ». Ces données sur les communautés seront comparées a celles issues de campagnes sur
le terrain (Tara microplastiques 2019, MicMac, Tara microbiomes) pendant lesquelles des échantillons ont

été prélevés et dont la composition des polyméres et le taux de dégradation ont été évalués.
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3. Calendrier

Le travail que je propose présente différents axes et pourra faire I’objet de plusieurs masters et theses.
Par ailleurs, certains aspects pourront étre traités dans un court terme, tandis que d’autres sont prévus a
moyen et long termes. A titre d’exemple, je vous propose ci-dessous quelques répartitions de ce travail de

recherche pouvant faire I'objet de sujets de theses.

Un premier sujet de these pourrait étre : De la recherche de biodégradeurs marins de PHAscl a la
validation fonctionnelle. Cette étude comprendrait la remise en culture des 10 souches déja isolées, la
validation des phénotypes de dégradation, le séquencage de I’ADN génomique, I'analyse fonctionnelle
prédite de ces 10 génomes axée sur la dégradation du polymére afin de définir les transcriptomes les plus
pertinents a séquencer, et pour finir I'étude des données fonctionnelles afin de définir un ou plusieurs
schémas de dégradation des PHAscl. Un diagramme de Gant pour les trois années de thése est présenté ci-

dessous.

11 2| 3] 4] 5 6 7| 8 9 10 11) 12| 13| 14] 15| 16| 17) 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24| 25| 26| 27| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36

Analyse des souches

Remise en culture et revalidation des

phénotypes XX X [X X [X (X X

Extraction ADN-ARN/Séquencage X X (X [X X

Intégration plateforme Microscope X X X [X
Analyse des génomes X X X X

Analyses fonctionnelles des
souches d'intérét

Séquencage transcriptome X [X [X

Intégration plateforme Microscope X X

Analyse des transcriptomes XX X [X X

Compilation des résultats et rédaction
de these XX XX X X [X [X X

Un deuxiéme sujet de thése pourrait commencer apres la premiére année de celle présentée ci-dessus
en se focalisant dans un premier temps sur les résultats déja obtenus de la communauté complexe de
I’expérimentation du DNA-SIP-MetaG issu du '3C-PHBV. Aprés avoir exploré le génome des MAGs venant
de la fraction lourde en se penchant principalement sur la dégradation du PHBV, I’étudiant pourra comparer
ses analyses (en terme de contenu génique, organisation...) avec celles obtenues dans le cadre des souches
isolées. Ensuite, les dépolymérases (celles qui auront été validées par les analyses d’expression
différentielles et celle identifiées dans les MAGs) seront alors synthétisées et leur activité sera testée. Le
sujet de cette theése pourrait étre : De la prédiction a la validation de I'activité des enzymes clés de la

phase initiale de biodégradation des PHAscl. L’organisation de cette these est présentée ci-dessous.
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1) 2| 3| 4] 5 6] 7[ 8] 9] 10) 11] 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24| 25| 26| 27| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36|

Analyse de lacommunauté
complexe

Comparaison globale des fractions *C

et C de la communauté complexe  [X [X |X
Analyses des fonctions prédites dans
les MAGs X X X X
Analyse des données MétaG en regard
des analyses transcriptomiques des
souches cultivées X X (X [X
Activités enzymatiques
Optimisation des protocoles déja téstés
avec enzymes de référence X X |X
Synthéses des dépolymérases X X X X
Tests et optimisations des activités
enzymatigues in vitro XXX XXX X XXX
Compilation des résultats et rédaction
de these XXX XX XXX X

Bien que les travaux qui seront menés sur les PHAmcl et PE vieillis demanderont beaucoup plus de
temps de mise en place lié a la nature méme de ces polymeres (qui demande plus de temps pour la

dégradation que celle observée pour des PHAscl), ils peuvent des a présent étre initiés.

4. Conclusion

Le projet que je présente se déroulera sur plusieurs années et sera dépendant du temps de
biodégradation obtenu en fonction des polyméres testés. Il permettra de caractériser des processus de
dégradation en milieu marin de plastiques biosourcés et biodégradables d’une part et de plastiques
conventionnels vieillis d’autre part. L'identification des génes des souches isolées qui sont impliqués dans
le métabolisme de la dégradation des polyméres se fera grace a I'analyse différentielle d’expression. On
pourra ainsi établir la complémentarité des données de génomique/transcriptomique et de
métagénomique comme outils de génomique fonctionnelle environnementale pour dessiner un paysage
complet des potentiels de biodégradation des polymeéres en milieu naturel. Ceci permettra également de
confirmer ou d’infirmer le schéma des voies de dégradation proposées dans la littérature (revue jacquin
2019). Par ailleurs, ce projet de recherche permettra de reconstruire un/des modele(s) métabolique(s),
inconnu(s) a ce jour, pour repérer de potentiels microorganismes capables de biodégrader ces polymeres
dans une communauté naturelle complexe. Cela permettra de différencier les espéces contribuant au
processus de dégradation et les opportunistes. Les enzymes clés impliquées dans la biodégradation seront
mises en évidence aussi bien a partir d’un systéme cultural que d’'une communauté environnementale. Bien
sar, la validation in vitro de I'activité des enzymes clés de I'étape initiale sera indispensable pour affirmer la
fonction des génes codant ces protéines. En paralléle, 'analyse de la composition de la plastisphére sur du
long terme permettra d’avoir une image de I’évolution des communautés, et notamment des

biodégradeurs, et de comparer ces données avec des données environnementales.

Dans ce projet, il y a une part de risques notamment concernant les PHAmcl et le PE vieilli. Ces risques

sont plus axés sur la mise en ceuvre des conditions de suivi de la depolymérisation pour les PHAmcl alors
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gu’ils sont plus orientés sur le temps d’observation de cette biodégradation pour les PE. Néanmoins, des

résultats de tests préliminaires nous laissent a penser que ces risques devraient étre limités.

Tout ce travail sera un socle pour des recherches plus appliqguées dans le domaine du recyclage
enzymatique afin de rentrer dans la lignée d’une économie circulaire du plastique, indispensable de nos

jours.

Acronyme des laboratoires :

Genoscope :

3 LABGeM :Laboratoire de Bio-informatique en Génomique et Métabolisme

4 LS : Laboratoire de Séquencage

> LIS : Laboratoire d’informatique scientifique

7 LGBM: Laboratoire de Génomique et Biochimie du Métabolisme

8 L2BMS : Laboratoire de Biocatalyse, Biorémédiation et Métabolisme Synthétique

Autres laboratoires :

1 LOMIC : Laboratoire d’Océanographie Microbienne
2 |RDL : Institut de Recherche Dupuy de Lé6me
®|CCF : Institut de Chimie de Clermont-Ferrand

La Fondation Tara Océans
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Conclusion Générale

Ce mémoire vous a présenté prés de 30 ans d'immersion quasi-totale dans la génomique. J'ai vu naitre
et se développer cette discipline qui a révolutionné les idées recues et les connaissances des génomes et
de la biodiversité. Ce sera toujours pour moi une fierté d’avoir participé a cette aventure qu’a été le
séquencage du génome humain et je garderai en mémoire la réaction de la communauté scientifique a
I’'annonce, faite par le Genoscope, de I'estimation du nombre de génes humain a 25 000 alors que tout le

monde en prévoyait 100 000.

Bien qu’une grande partie de ma carriére n’ait pas été dédiée directement a de la recherche, je ne m’en
suis jamais vraiment éloignée grace aux projets collaborateurs dont j’étais responsable. Régulierement, des
réunions de travail avaient lieu durant lesquelles je participais aux échanges scientifiques. Par ailleurs, la
diversité des sujets de ces projets m’ont permis d’acquérir des connaissances dans un grand nombre de
domaines. La contrepartie a en revanche été de ne jamais avoir vraiment eu le temps d’approfondir une
thématique. Ceci étant, des que j'en avais |'occasion, que cela ait été auprés des membres du Laboratoire,
d’étudiants, ou encore de collaborateurs, j'ai toujours essayé de transmettre mes compétences.
Néanmoins, le souhait de réorienter ma carriere vers une thématique qui me tient a coeur et de m’y
spécialiser va me permettre d’évoluer dans ce domaine et de guider des étudiants qui souhaitent s’engager

dans une theése.

Les recherches que je mene depuis ces dernieres années n’en sont qu’a leurs prémices. Apres une
phase d’adaptation pendant laquelle je me suis imprégnée des expertises développées au LOMIC, j'ai
développé mon propre axe de recherche autour de la biodégradation des platisques. L'identification des
souches impliquées dans la dégradation et I’analyse de leurs génomes/transcriptomes permet d’avoir une
vue d’ensemble des voies métaboliques empruntées lors de ce processus. L’identification des enzymes
intervenant dans les premiéres étapes de la dépolymérisation et la validation de leur activité conduit a un
champ potentiel de solutions alternatives aux plastiques conventionnels incluant le recyclage enzymatique

de ces polymeéres afin de rentrer dans la lignée d’une économie circulaire du plastique.

Grace a I’étude des microplastiques en milieu marin, j’ai la fabuleuse opportunité de travailler sur une
thématique professionnelle qui rejoint mes opinions personnelles. Amoureuse de la mer, il m’est toujours
difficile de constater la dégradation de cet environnement. J'ai réalisé que j’avais un pouvoir énorme entre
les mains : celui de contribuer a un changement de nos us et coutumes. Ces derniéres années, il y a eu une
révolution de la prise de conscience de I'impact du plastique sur I'environnement et la santé. Cette notion
est d’ailleurs rentrée dans les schémas directeurs de certaines entreprises du CAC40 qui ont bien compris
gue le consommateur souhaitait changer son mode de consommation. De méme, les politiques ont voté

des lois concernant l'utilisation des emballages a usage unique (méme si parfois certaines décisions a ce
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sujet me laissent perplexes). Je pense que nous sommes a un tournant de notre monde moderne (tout du
moins, j'ose |'espérer). Et pour ma part, j'essaie simplement de contribuer a ce changement. Cela se traduit
personnellement par mon mode de vie et professionnellement au travers de mes recherches mais surtout
aussi au travers de la communication que j'essaie de disséminer dés que I'occasion se présente (que cela
soit aussi bien professionnellement que personnellement). Et pour finir, c’est dans cette lignée que je
m’investis dans la communauté PLASTnet en espérant qu’un jour la thématique de I’ « économie circulaire

du plastique » puisse rentrer dans un axe phare du CEA : qui ne tente rien, n’a rien !
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Annexe 2 : Communications orales et posters

Communications internationales

2018:

2017:

2016:

Plant and Animal Genome XXVI Conference. “The Pisum Genus: Getting out of Pea Soup!”
Jonathan Kreplak, Mohammed-Amin Madoui, Karine Labadie, Grégoire Aubert, Petr Capal,
Philipp E Bayer, Petr Novak, Anthony Klein, Krishna Kishore Gali, Cyril Fournier, Léo
d'Agata, Ayite Kougbeadjo, Morgane Terezol, Bunyamin Taran, Caroline Belser, Frangoise
Jacquin, Marianne Chabert-Martinello, Marie-Christine Le Paslier, A Bendahmane, Valerie
Barbe, Matthieu Falque, Pavel Neumann, Jacqueline Batley, Clarice J Coyne, Tom
Warkentin, David Edwards, Judith Lichtenzveig, Jiri Macas, Jaroslav Dolezel, Patrick
Wincker, Judith Burstin. San Diego, USA, 13-17 janvier

8. International Conference on Legume Genetics and Genomics (ICLGG). “The pea
genome.” Jonathan Kreplak, Mohammed-Amin Madoui, Karine Labadie, Gregoire Aubert,
Philippe Bayer, P Capal, Anthony Klein, Ayité Kougbeadjo, J Vrana, KK Gali, Carine Fournier,
Léo d'Agata, B Taran, C Belser, Marie-Christine Le Paslier, Abdelhafid Bendahmane, Helene
Berges, V Barbe, Rebecca Mcgee, Judith Lichtenzveig, Clarice J Coyne, Tom D Warkentin, J
Batley, Jiti Macas, Dave Edwards, Jaroslav Dolezel, Patrick Wincker, Judith Burstin. Siéfok,
Lake Balaton, Hongrie, 18-22 septembre

Annual Meeting of the Society for Molecular Biology and Evolution (SMBE). “Joining the
team: Co-obligate symbionts of aphids evolving from distantly related bacteria.” Alejandro
Manzano-Marin, Armelle Coeur d'Acier, Anne Laure Clamens, Céline Orvain, Corinne
Cruaud, Valérie Barbe, Emmanuelle Jousselin. Austin, USA, 2-6 Juillet

2. International Legume Society Conference-Legumes for a Sustainable World. “Towards
the genome sequence of pea: a tribute to Mendel.” Mohammed-Amin Madoui, K Labadie,
Jonathan Kreplak, Gregoire Aubert, Léo d'Agata, P Capal, Carine Fournier, Ayité
Kougbeadjo, J Vrana, K Gali, B Taran, C Belser, Marie-Christine Le Paslier, Rebecca Mcgee,
D Edwards, J Batley, Abdelhafid Bendahmane, Helene Berges, Valérie Barbe, Nadim Tayeh,
Anthony Klein, Judith Lichtenzveig, JM Aury, CJ Coyne, T Warkentin, J Dolezel, P Wincker,
Judith Burstin. Troia, Portugal, 11-14 octobre

25. International Congress of Entomology (ICE 2016). “Mechanisms of transfer of virulence
molecules in ichneumonid wasps.” Anne-Nathalie Volkoff, Apolline Pichon, Magali
Eychenne, Marc Ravallec, Antoine Bézier, Matthieu Leobold, Véronique Jouan, Serge
Urbach, Valérie Barbe, Jean-Michel Drezen, Fabrice Legeai, Don Stoltz. Orlando, USA, 25-
30 Septembre
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2015:

2014 :

2013 :

Plant and Animal Genome XXIV Conference; IWGSC Standards and Protocoles Workshop.”
Sequencing and Analysis of Wheat Chromosome 1B.” Frédéric Choulet, Héléne Rimbert,
Ambre-Aurore Josselin, Benoit Darrier, Pierre Sourdille, Francois Balfourier, Valérie Barbe,
Adriana Alberti, Karine Labadie, Sophie Mangenot, Arnaud Couloux, Patrick Wincker,
Helene Berges, Michael Alaux, Thomas Letellier, Hadi Quesneville, Zeev Frenkel, Tzion
Fahima, Abraham Korol, Etienne Paux. San Diego, USA, 9-13 janvier

Plant and Animal Genome XXIII: standards and protocols. “Chromosome 1B: A Step Further
in the Sequencing of the Hexaploid Wheat Genome”. Valérie Barbe. San Diego, USA, 10-
14 janvier

3. Plant Genomics Congress. “A reference sequence of wheat chromosome 3B.” Frédéric
Choulet, Adriana Alberti, Sébastien Theil, Natasha Marie Glover, Valérie Barbe, Josquin
Daron, Lise Pingault, Pierre Sourdille, Arnaud Couloux, Etienne Paux, Philippe Leroy,
Sophie Mangenot, Nicolas Guilhot, Jacques Le Gouis, Francgois Balfourier, Michael Alaux,
Veronique Jamilloux, Julie Poulain, Céline Duran, Arnaud Bellec, Christine Gaspin, Jaroslav
Dolezel, Jane Roger, Kent Vandepoele, Klaus Mayer, Helene Berges, Patrick Quesneville, P
Wincker, Catherine Feuillet. Saint Louis, USA, 14-15 septembre

Arthropod Genomics Symposium. “Using genomic tools to unravel parasitic wasp genome
evolution via acquisition of viral genomes.” Anne-Nathalie Volkoff, Jean-Michel Drezen,
Serge Urbach, Apolline Pichon, Véronique Jouan, Marc Ravallec, Annie Bezier, Jean-Marc
Aury, Julie Guy, Francois Cousserans, Valérie Barbe, Fabrice Legeai, Denis Tagu, L Li.
Kansas, USA, 17-19 juin

Plant and Animal Genome XXII: standards and protocols. “Strategy developments for the
Wheat Chromosome MTP Sequencing”. Frédéric Choulet, Adriana Alberti, Valérie Barbe,
Sébastien Theil, Pierre Sourdille, Frangois Balfourier, Jean-Marc Aury, Helene Berges,
Jaroslav Dolezel, Hadi Quesneville, Patrick Wincker, Catherine Feuillet. San Diego, USA, 10-
15 janvier

Plant and Animal Genome XXII Conference: “Assembling a pseudomolecule for a wheat
chromosome: the 3B experience.” Frédéric Choulet, Adriana Alberti, Valérie Barbe,
Sébastien Theil, Pierre Sourdille, Francois Balfourier, Jean-Marc Aury, Helene Berges,
Jaroslav Dolezel, Hadi Quesneville, Patrick Wincker, Catherine Feuillet. San Diego, USA, 10-
15 janvier

10. European Congress of Entomology (ECE). “Recurrent domestication of viruses by
parasitic wasps to face hostimmune defenses.” Jean-Michel Drezen, Annie Bezier, Apolline
Pichon, Véronique Jouan, Georges Periquet, Gabor Gyapay, Valérie Barbe, Elisabeth A
Herniou, Elisabeth Huguet, Anne-Nathalie Volkoff. York, UK, 3-8 ao(t
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2012:

2011:

Plant and Animal Genome XXI: standards and protocols. “Assembly improvement
techniques: applied to the 1Gb wheat chromosome 3B (3BSEQ project)”. Valérie Barbe,
Frédéric Choulet, Sébastien Theil, Josquin Daron, Natasha Marie Glover, Nicolas Guilhot,
Philippe Leroy, Lise Pingault, Etienne Paux, Pierre Sourdille, Adriana Alberti, Sophie
Mangenot, Arnaud Couloux, Jean Marc Aury, Arnaud Bellec, Helene Berges, Jaroslav
Dolezel, Michael Alaux, Hadi Quesneville, Patrick Wincker, Catherine Feuillet. San Diego,
USA, 12-16 janvier

IWGSC Wheat Genome Sequencing Strategy and Funding Workshop: “Wheat whole
genome sequencing strategy propositions”. Valérie Barbe, Frédéric Choulet, Sébastien
Theil, Josquin Daron, Natasha Marie Glover, Nicolas Guilhot, Philippe Leroy, Lise Pingault,
Etienne Paux, Pierre Sourdille, Adriana Alberti, Sophie Mangenot, Arnaud Couloux, Jean
Marc Aury, Arnaud Bellec, Helene Berges, Jaroslav Dolezel, Michael Alaux, Hadi
Quesneville, Patrick Wincker, Catherine Feuillet.: San Diego, USA, 12-16 janvier

IWGSC Wheat Genome Sequencing Strategy and Funding Workshop: “Sequencing and
Assembling a Reference Sequence of the 1 Gb Wheat Chromosome 3B.” Frédéric Choulet,
Sébastien Theil, Josquin Daron, Natasha Marie Glover, Nicolas Guilhot, Philippe Leroy, Lise
Pingault, Etienne Paux, Pierre Sourdille, Adriana Alberti, Valérie Barbe, Sophie Mangenot,
Arnaud Couloux, Jean Marc Aury, Arnaud Bellec, Helene Berges, Jaroslav Dolezel, Michael
Alaux, Hadi Quesneville, Patrick Wincker, Catherine Feuillet. San Diego, USA, 12-16 janvier

59° Congresso Brasileiro de Genética: “Genome mining reveals a novel and promising
NRPS gene cluster in Xanthomonas albilineans, Xanthomonas oryzae and Xanthomonas
translucens.” Monique Royer, Ralf Koebnik, Melanie Marguerettaz, Valérie Barbe,
Guillaume P Robin, Christelle Brin, Sebastien Carrere, Camila Gomez, Manuela Higelland,
Ginka H Voller, Julie Noell, Isabelle Pieretti, Saskia Rausch, Valerie Verdier, Stéphane
Poussier, Philippe Rott, Roderich Siissmuth, Stephane Cociancich. Brazil, 12 avril

TGAC/ESF-LESC workshop, Strategies for de novo assemblies of complex crop genomes A
strategy to assemble a reference sequence of the 1 Gb wheat chromosome 3B. Frédéric
Choulet, Sébastien Theil, Josquin Daron, Natasha Marie Glover, Nicolas Guilhot, Philippe
Leroy, Lise Pingault, Etienne Paux, Pierre Sourdille, Arnaud Couloux, Sophie Mangenot,
Valérie Barbe, Jean-Marc Aury, Adriana Alberti, Michael Alaux, Hadi Quesneville, Patrick
Wincker, Catherine Feuillet. Norwich, GBR, octobre

16 International Conference on Bacilli. “Genomic diversity of 24 Propionibacterium
freudenreichii 1 strains.” Héléne Falentin, Valentin Loux, Valérie Barbe, Amal Plaudet
Hammani, Stéphanie-Marie Deutsch, Sandrine Parayre-Breton, Marie-Bernadette
Maillard, Gwénaél Jan, Anne Thierry, Helene Chiapello, Jean-Francois Gibrat, Yves Le Loir.
6 Conference on Functional Genomics of Gram-positive Microorganisms. Gottingen,
Allemagne.
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2010:

20009:

2008 :

Epigenetics and development programming conference: “Long non-coding RNAs and
chromatin modifications control long-range regulation of FOXL2, the key gene for ovarian
differentiation in goat.” Maélle Pannetier, Ayhan Kocer, Lauriane Renault, Benoit Vacherie,
Laurence Cattolico, Valérie Barbe, Dominique Thepot, Eric Pailhoux. USA

ProkaGENOMICS. “The complete genome sequence of Xanthomonas albilineans provides
insights into pathogenicity of this sugarcane pathogen and allows further assessments of
the large diversity.” Isabelle Pieretti, Stéphane Cociancich, Valérie Barbe, Sébastien
Carrere, Ralf Koebnik, Patrice Champoiseau, Arnaud Couloux, Armelle Darrasse, Jérdme
Gouzy, Marie Agnés Jacques, Emmanuelle Lauber, Charles Manceau, Sophie Mangenot,
Mélanie Marguerettaz, Stéphane Poussier, Béatrice Segurens, Boris Szurek, Valérie
Verdier, Mathieu Arlat, Dean W Gabriel, Philippe Rott, Monique Royer. Gottigen,
Allemagne, 21 septembre

EMBL Advanced Training Centre-The Non-Coding Genome : « New long non-coding RNAs
are associated with long-range regulation of FOXL2 in goat. » Maelle Pannetier, Ayhan
Kocer, Lauriane Renault, Benoit Vacherie, L Cattolico, Valérie Barbe, Dominique Thépot,
Eric Pailhoux. Heidelberg, Allemagne 13-16 Octobre

Sequencing, Finishing and Analysis in the Future Meeting. “Relative positioning of
scaffolds : a challenge with new sequencing technologies”. Santa Fe, USA, 27-29 mai

Workshop of StatSeq COST Action TD0801: “Towards sequencing the 1 Gb wheat
chromosome 3B.” Frédéric Choulet, Etienne Paux, Philippe Leroy, Pierre Sourdille,
Stéphane Schlub, Dominique Brunel, Valérie Barbe, Patrick Wincker, Catherine Feuillet.
Barcelone, Espagne, octobre

17. 10M Congress. “Comparing the genome and proteome of two Mycoplasma agalactiae
strains: clues to the macro-and micro-events that are shaping mycoplasma diversity.”
Christine Citti, Xavier Nouvel, Marc Marenda, Valérie Barbe, Sophie Mangenot, Stéphane
Claverol, Pascal Sirand-Pugnet, Alain Blanchard. Tianjin, Chine, juillet

108. General meeting of the American Society for Microbiology: “The genome sequence
of Mycoplasma hominis and comparison with the minimal bacterial genomes of the human
pathogens, M. genitalium and Ureaplasma parvum.” Sabine Pereyre, Pascal Sirand-Pugnet,
A Barre, A Charron, P Avenaud, Laure Beven, D Jacob, A Couloux, V Barbe, A de Daruvar,
Alain Blanchard, CM Bebear. Boston, USA, 1-5 juin

15th International Nitrogen Fixation Congress; 12th International Conference of the
African Association for Biological Nitrogen Fixation: “The mosaic genomes of two
phtosynthetic Bradyrhizobium strains do not contain canonical nodulation genes.” Eric
Giraud, Lionel Moulin, Jean-Christophe Avarre, Marianne Jaubert, Valérie Barbe, Gilles
Béna, F Cartiaux, Philippe De Lajudie, Bernard Dreyfus, D Elmerich, Joél Fardoux, Laure
Hannibal, Mila Kojadinovic, Aurélie Lajus, Sophie Mangenot, Claudine Medigue, David
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2006 :

2003:

2000:

Pignol, Yves Prin, Zoe Rouy, Gary Stacey, David Vallenet, André Vermeglio, Laurie Vuillet,
Michael Sadowsky. Cap Town, Afrique du Sud, 21-26 janvier

16. International congress of the International Organization for Mycoplasmology. “The
complete genome sequence of the human urogenital mycoplasma, Mycoplasma hominis.”
Sabine Pereyre, Philippe Avenaud, Alain Charron, Pascal Sirand-Pugnet, Daniel Jacob,
Arnaud Couloux, Valérie Barbe, Antoine de Daruvar, Alain Blanchard, Cécile M Bébéar.
Cambridge, UK, juillet

7t International Symposium on the Biology of Acinetobacter. “Acinetobacter spp.: Three
genomes for three lifestyles”. Valérie Barbe. Barcelone, Espagne, 8-10 novembre

Streptomyces dissemination meeting. “Evidence for a High Heterogeneity Between the
Terminal Regions of the Chromosomes of Two Phylogenetically Close Species,
Streptomyces ambofaciens and Streptomyces coelicolor by Genome Comparison.”
Frédéric Choulet, Bertrand Aigle, FX Francou, Alexandre Gallois, Céline Fourrier, Sophie
Mangenot, C Gerbaud, Valérie Barbe, Bernard Decaris, M Guérineau, JL Pernodet, Pierre
Leblond.Charlotte, USA, 9-13 ao(t

Annual meeting of the british plant pathology. “The complete genome sequence of the
plant pathogenic bacteria Ralstonia solanacearum.” Christiane Boucher, Francois
Artiguenave, Matthieu Arlat, Valérie Barbe, A Billau, Philippe Brottier, Laurence Cattolico,
Nathalie Choisne, Christine Gaspin, Stéphane Genin, Jerome Gouzy, Daniel Kahn, M Levy,
A Moisan, C Robert, William Saurin, M Seguin, Thomas Schiex, P Thebault, Patrick Wincker,
Jean Weissenbach, Marcel Salanoubat.

Communications nationales

2018:

2017:

2016:

Rencontres ALPHY/GTGC. “Ongoing Symbiont Replacement in the Aphid Cinara strobi.”
Alejandro Manzano-Marin, Armelle Coeur d'Acier, Anne Laure Clamens, Céline Orvain,
Corinne Cruaud, Valérie Barbe, Emmanuelle Jousselin. Montpellier, France, 7-8 février

International Conference on Holobionts. “The newcomers: distantly related bacteria have
settled as co-obligate symbionts in aphids.” Alejandro Manzano-Marin, Armelle Coeur
d'Acier, Céline Orvain, Corinne Cruaud, Valérie Barbe, Emmanuelle Jousselin. Paris,
France, 19-21 avril
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2014 :

2013 :

2012:

2011:

Genomics and Forest Tree Genetics Conference. « Oak genome sequencing and
evolution. » Jerome Salse, Jean Marc Aury, Florent Murat, Sébastien Faye, Karine Labadie,
Carole Dossat, Leo D’agata, Corinne da Silva, Valérie Barbe, Patrick Wincker, Christophe
Klopp, Patricia Faivre-Rampant, Helene Berges, Joelle Amselem, Hadi Quesneville, Nicolas
Francillonne, Catherine Bodénés, Grégoire Le Provost, Céline Lalanne, Franck Salin,
Frangois Ehrenmann, Thibault Leroy, Isabelle Lesur, Antoine Kremer, Christophe Plomion.
Arcachon, France, 30 mai-3 juin

Réunion du réseau ADALEP. « Recurrent domestication of viral genomes leads to different
virulence strategies in ichneumonid wasps.” Jean Marc Aury, Valérie Barbe, Annie Bezier,
Jean-Michel Drezen, Véronique Jouan, Fabrice Legeai, L Li, Apolline Pichon, Marc Ravallec,
Serge Urbach, Anne-Nathalie Volkoff. France

Réunion annuelle du Réseau Ecologie des Interactions Durables (REID). « Origine évolutive
des “Virus-like particles” de Venturia canescens. » Apolline Pichon, Serge Urbach, Jean
Marc Aury, Annie Bezier, Véronique Jouan, Marc Ravallec, Frangois Wurmser, Julie Guy,
Valérie Barbe, Francois Cousserans, Jérémy Gauthier, Edith Demettre, Vonnick Sibut, Jean-
Michel Drezen, Anne-Nathalie Volkoff. Montpellier, France, 10-13 Février

CNRS Jacques Monod Conference" Infectious diseases as drivers of evolution: the
challenges ahead”. “Acquisition of viruses as a driver in endoparasitic ichneumonid wasp
evolution.” Apolline Pichon, Serge Urbach, Annie Bezier, Jean Marc Aury, Véronique Jouan,
Marc Ravallec, Julie Guy, Francois Cousserans, Marie Frayssinet, Dominique Colinet,
Valérie Barbe, Jean-Michel Drezen, Anne-Nathalie Volkoff. Roscoff, France, 2-6 avril

Colloque EPGV 2013: Détection, Gestion et Analyse du Polymorphisme des Génome
Végétaux. « Optical Mapping to improve genome organization ». Valérie Barbe. Lusignan,
France, 8-10 avril.

4th Xanthomonas Genomics Conference: “ Genome sequencing of Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli CFBP4834-R reveals that flagellar motility is not a general feature
of xanthomonads.” Armelle Darrasse, Sébastien Carrere, Valérie Barbe, Tristan Bourreau,
Adriana Bernal, Sophie Bonneau, Chrystelle Brin, Stéphane Cociancich, Karine Durand,
Stéphanie Fouteau, Lionel Gagnevin, Jerome Gouzy, Fabien Guérin, Endrick Guy, Arnaud
Indiana, Ralf Koebnik, Emmanuelle Lauber, Alejandra Munoz, Laurent D Noel, Isabelle
Pieretti, Stéphane Poussier, Olivier Pruvost, Isabelle Robene-Soustrade, Philippe Rott,
Monique Royer, Boris Szurek, Marie-Anne Van Sluys, Valérie Verdier, Christian Verniere,
Mathieu Arlat. Anger, France, 9 juillet

Magnetotactic bacteria Workshop. “Genome sequencing and assembly of MO-1 and QH-
2”. Valérie Barbe. Marseille, France, 12 octobre
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2010:

2009 :

2008 :

2006 :

Model Legume Congress 2011. “Development of genomic resources for Medicago
truncatula and related legume crops.” Frederic Debellé, Marion Verdenaud, Anne-Marie
Dudez, Nicolas Samson, Olivier Saurat, Chrystel Gibelin, Philippe Bardou, Céline Noirot,
Emmanuel Courcelle, Erika Sallet, Sebastien Carrere, Pascal Gamas, Jerome Gouzy,
Thomas Schiex, Bernadette Julier, Ghislaine Magdelenat, Valérie Barbe, Sylvie Samain,
Nathalie Choisne, Béatrice Ségurens, Stéphanie Fouteau, Arnaud Couloux, Agnes Viollet,
Anne Berger, Claude Carpelli, Patrick Wincker, Jean Weissenbach, Francis Quétier.
Castanet Tolosan, France, Mai

Rencontres plantes-bactéries. “Séquencage de trois nouvelles souches du complexe
d'especes Ralstonia solanacearum: pangénome et génomique comparative.” Benoit
Remenant, Bénédicte Coupat-Goutaland, Gilles Cellier, Alice Guidot, Emmanuel Wicker,
Sophie Mangenot, Valérie Barbe, Claudine Medigue, Philippe Prior. Aussois, France, 3-7
février

7éme Colloque National de la Société Frangaise de Phytopathologie. « La séquence
compléte du génome de Xanthomonas albilineans apporte un éclairage nouveau sur
I'évolution des Xanthomonadaceae dont I'habitat est limité au xyleme ». Isabelle Pieretti,
Monique Royer, Valérie Barbe, Sébastien Carrére, Ralf Koebnik, Stéphane Cociancich,
Arnaud Couloux, Armelle Darrasse, Jerome Gouzy, Marie Agnes Jacques, Emmanuelle
Lauber, Charles Manceau, Sophie Mangenot, Stéphane Poussier, Béatrice Segurens, Boris
Szurek, Valérie Verdier, Mathieu Arlat, Philippe Rott. Lyon, France, 8-11 juin

19. International Triticeae Mapping Initiative-3rd COST Tritigen: “Sequencing, annotation
and characterization of 17 Mb of chromosome 3B contigs provide novel insights into the
wheat genome organization and evolution.” Frédéric Choulet, Etienne Paux, Jerome Salse,
Philippe Leroy, Ghislaine Magdelenat, Sylvie Bernard-Samain, Valérie Barbe, Catherine
Feuillet. Clermont-Frerrand, France

Genomes 2008 : « Small but dynamic genomes: evidences for massive horizontal gene
transfer between ruminant pathogenic mycoplasmas. » Pascal Sirand-Pugnet, Marc
Marenda, Daniel Jacob, Aurélien Barré, Valérie Barbe, Stéphane Claverol, Antoine de
Daruvar, Alain Blanchard, Christine Citti.Paris, France, 8-11 avril

8émes Rencontres plantes-bactéries. « La séquence du génome de Xanthomonas
albilineans dévoile des particularités surprenantes chez cette bactérie pathogéne de la
canne a sucre. » Isabelle Pieretti, Monique Royer, Valérie Barbe, Sébastien Carrere, Ralf
Koebnik, Stéphane Cociancich, Arnaud Couloux, Armelle Darrasse, Jerome Gouzy, Marie
Agnes Jacques, Emmanuelle Lauber, Charles Manceau, Sophie Mangenot, Stéphane
Poussier, Béatrice Ségurens, Boris Szurek, Véronique Verdier, Mathieu Arlat, Philippe Rott.
Aussois, France, 8-14 janvier
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7émes Rencontres plantes-bactéries. « Abscence de génes nod chez certaines souches de
Bradyrhizobium photosynthétiques révélée par l'analyse de la séquence de leurs
génomes. » Lionel Moulin, Jean-Christophe Avarre, Marianne Jaubert, Valérie Barbe,
Gilles Béna, F Cartiaux, P Delajudie, Bernard Dreyfus, D Elmerich, Joél Fardoux, L Hannibal,
Mila Kojadinovic, Aurélie Lajus, Sophie Mangenot, Claudine Medigue, David Pignol, Yves
Prin, Zoe Rouy, Gary Stacey, Michael Sadowsky, D Vallenet, André Vermeglio, Laurie
Vuillet, E Giraud. Aussois, France, 20-24 mars

Posters

2020 :

2019 :

2018 :

Plant and Animal Genome XXVIII Conference. “Long DNA technologies evaluation for plant
structural variations detection: Nanopore ONT sequencing vs Bionano Genomics optical
mapping.” Aurélie Canaguier, Erwan Denis, Romane Guilbaud, Ghislaine Magdelenat,
Caroline Belser, Benjamin Istace, Cruaud Corinne, Arnaud Lemainque, Patrick Wincker,
Marie-Christine Le Paslier, Patricia Faivre-Rampant, Valérie Barbe. San Diego, USA, 11-15
janvier

Premieres Rencontres du GDR Polymeéres et Océans. « Dégradation des plastiques par les
bactéries marines ». Jinguang Cheng, Justine Jacquin, Caroline Pandin, Charléne Odobel,
Philippe Catala, David Pecqueur, Christophe Salmeron, Mireille Pujo-Pay, Pascal Conan,
Boris Eyheraguibel, Anne-Marie Delort, Valérie Barbe, ] Hoypierres, G Deligey, Stéphane
Bruzaud, Pascale Fabre, Matthieu George, Jean-Frangois Ghiglione, Anne-Leila
Meistertzheim. Créteil, France, 24-26 juin

2. Joint Congress on Evolutionary Biology. “Coming and ceasing to be: Evolution of recent
mutualistic associations in aphid endosymbionts.” Alejandro Manzano-Marin, Armelle
Coeur d'Acier, Anne Laure Clamens, Céline Orvain, Corinne Cruaud, Valérie Barbe,
Emmanuelle Jousselin. Montpellier, France, 18-22 ao(t

50. anniversary of the neutral theory of molecular evolution; Annual Meeting of the
SMBE.”The coming and going of mutualistic symbionts: The ins and outs of co-obligate
endosymbiont replacement in Cinara aphids.” Alejandro Manzano-Marin, Armelle Coeur
d'Acier, Anne Laure Clamens, Céline Orvain, Corinne Cruaud, Valérie Barbe, Emmanuelle
Jousselin. Yokohama, Japon, 8-12 juillet

Plant and Animal Genome XXVI Conference. “Optical Mapping with the Saphyr System on
Plant Genomes.” Erwan Denis, Caroline Belser, Wahiba Berrabah, Ghislaine Magdelenat,
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2017:

2015:

2013:

2012:

2011:

2010:

Corinne Cruaud, Arnaud Lemainque, Jean Marc Aury, Valerie Barbe. San Diego, USA, 13-
17 janvier

Plant and Animal Genome XXVI Conference. “Optimized Methods for High Molecular
Weight Genomic DNA Isolation.” Erwan Denis, Sophie Sanchez, Ghislaine Magdelenat,
Corinne Cruaud, Arnaud Lemainque, Jean-Marc Aury, Valerie Barbe. San Diego, USA, 13-
17 janvier

JOBIM. “Ultra High throughput, single molecule mapping of replicating DNA.” Nikita
Menezes Braganca, Francesco de carli, Wahiba Berrabah, Valérie Barbe, Auguste
Genovesio, Olivier Hyrien. Lille, 3-6 juillet

9. International Wheat Conference. “Impact of meiotic recombination on gene admixture
for wheat improvement.” Benoit Darrier, Frédéric Choulet, Natasha Marie Glover, Adriana
Alberti, Sébastien Theil, Valérie Barbe, Josquin Daron, Lise Pingault, Arnaud Couloux,
Etienne Paux, Philippe Leroy, Sophie Mangenot, Nicolas Guilhot, Jaroslav Dolezel, Jane
Rogers, Kellye Eversole, Patrick Wincker, Catherine Feuillet, Pierre Sourdille. Sydney,
Australie, 20-25 septembre

Plant and Animal Genome XXIII Conference. “The three infectious Banana streak virus
species present in the banana genome of Pisang Klutuk Wulung (PKW) are allelic.”
Matthieu Chabannes, Franc-Christophe Baurens, Pierre-Olivier Duroy, Stéphanie Bocs,
Marie-Stéphanie Vernerey, Marguerite Rodier-Goud, Valérie Barbe, Philippe Gayral,
Marie-Line Iskra Caruana. San Diego, USA, 10-14 janvier

16. Annual Advances in Genome Biology and Technology (AGBT). “Towards a reference
sequence of the 1 Gb wheat chromosome 3B.” Frédéric Choulet, Sébastien Theil, Adriana
Alberti, Valérie Barbe, Sophie Mangenot, Arnaud Couloux, Nicolas Guilhot, Philippe Leroy,
Josquin Daron, Michael Alaux, Jaroslav Dolezel, Arnaud Bellec, Helene Berges, Pierre
Sourdille, Etienne Paux, Hadi Quesneville, Patrick Wincker, Catherine Feuillet. Orlando,
USA, 12-15 février

ProkaGENOMICS. “The complete genome of Xanthomonas albilineans provides insights
into pathogenicity of this sugarcane pathogen and allows further assessments of the large
diversity within this species.” Isabelle Pieretti, Stéphane Cociancich, Valérie Barbe,
Sébastien Carrere, Ralf Koebnik, Patrice Champoiseau, Arnaud Couloux, Armelle Darrasse,
Jérbme Gouzy, Marie-Agnes Jacques, Emmanuelle Lauber, Charles Manceau, Sophie
Mangenot, Mélanie Marguerettaz, Stéphane Poussier, Béatrice Segurens, Boris Szurek,
Valérie Verdier, Matthieu Arlat, Dean W Gabriel, Philippe Rott, Monique Royer. Gottigen,
Allemagne, 18-21 septembre
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2008 :

2006:

2004 :

3. International Symposium on Propionibacteria and Bifidobacteria: Dairy and Probiotic.
“The complete genome of Propionibacterium freudenreichii CIRM 1 a hardy actinobacteria
with food and probiotic applications.” Hélene Falentin, Stéphanie-Marie Deutsch, Sandrine
Parayre-Breton, Julien Dherbecourt, Gwénaél Jan, Anne Thierry, Marie-Bernadette
Maillard, Fabien Cousin, Valentin Loux, Julien Jardin, Patricia Siguier, Arnaud Couloux,
Valérie Barbe, Patrick Wincker, Sylvie Lortal. Oviedo, Espagne, 1-4 juin

3rd Annual Finishing in the Future Meeting. « Optimization of finishing procedures at
Genoscope in the frame of the New Sequencing Technologies ». Barbe V., Mangenot S. ,
Anthouard V., Aury J.M. ,Couloux A., Dossat C., Jubin C., Vacherie B. 1, Vallenet D. ,
Scarpelli C. , Wincker P. and Weissenbach J. Santa Fe, USA, 28-30 mai

4. International Symposium on the Biology of Vertebrate Sex Determination. “Complete
sequencing of this pis locus in goat (500 KB) leads to the discovery of new pis-regulated
transcripts expressed in ovaries.” Ayhan Kocer, Benoit Vacherie, Dominique Thépot,
Laurence Cattolico, Maelle Pannetier, Valérie Barbe, Lauriane Renault, Corinne Cotinot,
Eric Pailhoux. Kona, Hawaii, 24-28 avril

16th IOM Congress. “Mycoplasma agalactiae genome: evidence for massive horizontal
gene transfer between pathogenic, ruminant mycoplasmas.” Pascal Sirand-Pugnet, Marc
Marenda, C Lartigue, Daniel Jacob, Valérie Barbe, Sophie Mangenot, Aurélien Barre, Alain
Blanchard, Christine Citti. Cambridge, UK

6th International Symposium on the Biology of Acinetobacter. « Sequencing and analysis
of two Acinetobacter baumannii genomes ». David Vallenet, Valérie Barbe, Catherine
Robert, Béatrice Ségurens, Patrick Wincker, Georges Cohen, Laurent Labarre, Claudine
Médigue, Didier Raoult, Jean-Michel Claverie, Michel Drancourt and Jean Weissenbach.
Dublin, Ireland, 15-17 septembre
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Annexe 3 : Dossier de presse

e 06 juillet 2021 : Les Echos : Contre les microplastiques, des pistes prometteuses qui tardent a se
concrétiser : https://www.lesechos.fr/thema/articles/contre-les-microplastiques-des-pistes-

prometteuses-qui-tardent-a-se-concretiser-1329838

e 02 octobre 2020 : Conférence CEA : https://www.youtube.com/watch?v=5f4jhq8bfEY&t=66s

e 20 avril 2020 : Ca m’intéresse : https://www.caminteresse.fr/environnement/plastique-la-

mission-tara-au-chevet-des-fleuves-11136543/

e 1° mars 2020 : RFI : http://www.rfi.fr/fr/podcasts/20200301-tara-go%C3%A9lette-sentinelle-
0c%C3%A9ans

e 13 janvier 2020 : Le Monde : Vidéo : PlanB
https://www.lemonde.fr/planete/article/2020/01/13/plan-b-nos-fleuves-sont-aussi-pollues-au-
plastique 6025671 3244.html ou
https://www.facebook.com/lemonde.fr/videos/456330291917223/

e 7 décembre : France 2 : 13h15 : https://www.francetvinfo.fr/replay-magazine/france-
2/13h15/13h15-du-samedi-7-decembre-2019 3712411.html

e 27 Novembre : Le Figaro : https://www.lefigaro.fr/sciences/des-microplastiques-retrouves-dans-

les-fleuves-europeens-20191127

e 26 novembre : BRUT : https://m.facebook.com/watch/?v=1558372904305630& rdr
e 23 novembre :Le Télégramme : https://www.letelegramme.fr/morbihan/lorient/tara-est-
rentree-a-la-maison-23-11-2019-12440110.php

e 21 novembre : France Bleu : https://www.francebleu.fr/infos/environnement/t-1574259201

e 14 novembre : Curieux : https://www.curieux.live/2019/11/08/la-goelette-tara-traque-les-

microplastiques-dans-la-garonne/

e 12 novembre : France 3 Aquitaine La Rochelle : https://france3-regions.francetvinfo.fr/nouvelle-
aquitaine/charente-maritime/la-rochelle/rochelle-voilier-scientifique-tara-mission-etudier-

microplastiques-charries-fleuves-1748471.html

e 7 novembre : Bordeaux Tendance : https://www.bordeauxtendances.fr/2019/11/07/la-
fondation-tara-ocean-jette-lancre-en-nouvelle-aquitaine/

e 7 novembre : France 3 Nouvelle Aquitaine Bordeaux : https://france3-
regions.francetvinfo.fr/nouvelle-aquitaine/gironde/bordeaux/voilier-expedition-scientifique-tara-
escale-bordeaux-1746767.html et https://youtu.be/92p9uFrri1Q
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https://youtu.be/92p9uFrrI1Q

7 novembre : France 3 Aquitaine : Journal de 12/13h : https://france3-
regions.francetvinfo.fr/nouvelle-aquitaine/emissions/jt-1213-aquitaine
(entre 13:08 a 13:50)

19 octobre 2019 : Arte Info: https://www.arte.tv/fr/videos/093196-000-A/tara-piste-le-plastique-
dans-les-fleuves/

12 octobre 2019 : Arte Junior : https://www.arte.tv/fr/videos/092906-000-A/un-voilier-pour-
mesurer-la-pollution-plastique/

27 septembre : EMBL : Point presse concernant le partenariat de La Fondation Tara Océan et de
la Compagnie Nationale du Rhone - CNR
https://www.embl.es/aboutus/communication outreach/media relations/2019/190916-Tara-

EMBL-Grenoble/

19 septembre 2019 : La provence : https://www.laprovence.com/article/papier/5680442/tara-

trague-les-microplastiques.html

18 septembre : Journée a I'étang de Berre : Mon nom n’y apparait pas mais j’apparais sur
certaines photos. Seule scientifique a bord pour entamer une discussion entre autre avec les
membres du GIPREB et bureau des guides du GR2013. Normalement c’était une journée sans
médias.

https://etangdeberre.org/actualite/la-goelette-tara-enquete-sur-letang-de-berre/

https://www.maritima.info/actualites/environnement/etang-de-berre/11197/etang-de-berre-la-

trague-des-microplastiques-avec-tara.html

4 septembre 2019 : franceinfo: https://www.francetvinfo.fr/replay-radio/le-billet-vert/le-billet-

vert-tara-ocean-bien-plus-qu-une-expedition-scientifigue 3592661.html

5 aolit 2019 : Le Figaro : https://www.lefigaro.fr/sciences/|-expedition-tara-a-la-conquete-du-

microplastique-des-fleuves-20190805

31 juillet 2019 : RTBF : JT de 19H30 : http://www.vivreici.be/videos/detail microplastiques-un-
poison-dans-nos-fleuves?videold=828975 ou https://www.rtbf.be/auvio/detail microplastiques-

un-poison-dans-nos-fleuves?id=2526745

31 juillet 2019 : RTBF.be https://www.rtbf.be/info/societe/detail micro-plastiqgues-en-mer-une-
pollution-venue-des-fleuves?id=10282848

25 juillet 2019 : JT 20h sur TF1

24 juillet 2019 : Le TELEGRAMME : https://www.letelegramme.fr/finistere/brest/oceans-tara-et-
oceanopolis-main-dans-la-main-24-07-2019-12346575.php

19 Juin 2019 : Le journal de mickey
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e 19 Juin 2019: MOPO : Hamburger Morgenpost:
https://www.mopo.de/hamburg/wasserverschmutzung-in-hamburg-so-viel-plastik-steckt-in-der-
elbe--32722560
Repris entre autre par :

https://www.focus.de/regional/hamburg/hamburg-wasserverschmutzung-in-hamburg-so-viel-
plastik-steckt-in-der-elbe id 10840597.html
https://www.facebook.com/Rothenburgsort/posts/httpswwwmopodehamburgwasserverschmut
zung-in-hamburg-so-viel-plastik-steckt-in-de/2531664743540061/

e 19 Juin 2019: AFP : « Searching for the source of microplastics in European rivers”
Repris entre autre par :

- News Yahoo: https://news.yahoo.com/searching-source-microplastics-
european-rivers-
032716958.html?guccounter=1&guce referrer=aHROcHM®6Ly93d3cuzZ29vZ2xILm
NvbS8&guce referrer sig=AQAAAMuUyA51EUI bDbMebwEWLYHGISwks490STyS
B8y8HX-pyTGmBIpNI8 sUgbFxiScTjliXIBMW tHgzdWVJa-
ODAN8SW40y2n6an8CbKnggSmOA 24gul05IGHN8G m8DO0JPK-
uia5QYTzZtiDurtG7udwejY7eJNgtqpBQkeZUh7

- France 24 : https://www.france24.com/en/20190619-searching-source-
microplastics-european-rivers

- RFI: http://www.rfi.fr/en/contenu/20190619-searching-source-microplastics-
european-rivers

- PhysOrg: https://phys.org/news/2019-06-source-microplastics-european-
rivers.html

e 16 Juin 2019 : AFP : « Diez rios de Europa, escenario de una pesquisa sobre microplasticos »
Repris entre autre par :
- RFI: http://www.rfi.fr/es/contenu/20190616-diez-rios-de-europa-escenario-de-
una-pesquisa-sobre-microplasticos

- SERTV : https://sertv.gob.pa/crisolfm/diez-rios-de-europa-escenario-de-

pesquisa-sobre-microplasticos/
- http://bloglemu.blogspot.com/2019/06/diez-rios-de-europa-escenario-de-
una.html

e 02 février 2019 : Les Savanturiers : « Coraux : attention monde fragile ». (https://www.cea.fr/go
/savanturiers; https://www.youtube.com/watch?v=CFPSjMAoLtQ)
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Abstract

Background: Structural Variations (SVs) are genomic rearrangements derived from duplication, deletion, inser-
tion, inversion, and translocation events. In the past, 5Vs detection was limited to cytological approaches, then to
Next-Generation Sequencing (NGS) short reads and partitioned assemblies. Nowadays, technologies such as DNA
long read sequencing and optical mapping have revolutionized the understanding of SVs in genomes, due to the
enhancement of the power of 5Vs detection.

This study aims to investigate performance of two techniques, 1) long-read sequencing obtained with the MinlON
device (Oxford Nanopore Technologies) and 2) optical mapping obtained with Saphyr device (Bionano Genomics)
to detect and characterize SWs in the genomes of the two ecotypes of Arabidopsis thaliana, Columbia-0 (Col-0) and
Landsberg erecta 1 (Ler-1).

Results: We described the SVs detected from the alignment of the best ONT assembly and DLE-1 optical maps of A.
thaliana Ler-1 against the public reference genome Col-0 TAIR10.1. After filtering (SV> 1kb), 1184 and 591 Ler-1 SVs
were retained from ONT and Bionano technologies respectively. A total of 948 Ler-1 ONT 5Vs (80.1%) corresponded to
563 Bicnano 5Vs (95.3%) leading to 563 common locations. The specific locations were scrutinized to assess improve-
ment in SV detection by either technology. The ONT 5Vs were mostly detected near TE and gene features, and resist-
ance genes seemed particularly impacted.

Conclusions: Structural variations linked to ONT sequencing error were remowved and false positives limited, with
high quality Bionano SVs being conserved. When compared with the Col-0 TAIR10.1 reference genome, most of the
detected SVs discovered by both technologies were found in the same locations. ONT assembly sequence leads to
more specific SVs than Bionano one, the latter being more efficient to characterize large SVs. Even if both technolo-
gies are complementary approaches, ONT data appears to be more adapted to large scale populations studies, while
Bionano performs better in improving assembly and describing specificity of a genome compared to a reference.

Keywords: Structural variations, Oxford Nanopore technologies, Bionano genomics optical mapping, High molecular
weight DNA, Arabidopsis thaliana
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number variations (CNV) including insertions/deletions
(Indels) and presence/absence variations (PAV), and bal-
anced events like inversions and translocations [1-4].
Several mechanisms explain the SVs formation, such as
recombination errors generated by non-homologous
end- joining and non-allelic homologous recombination,
genome duplication and transposition [1, 2]. The struc-
tural variations in humans were largely studied and Ho
et al. reviewed the impact of the SVs in human diseases
[4]. In plants, it has been shown that the SVs play a key
role in the evolution of genomes and are responsible for
phenotypic variations by affecting Transposable Ele-
ments (TEs) and genes [3, 5-8]. In particular, SVs were
found in stress related and resistance genes [9-13], lead-
ing to local adaptation [14, 15], or linked to other traits
of agronomical interest such as tomato fruit flavor, rice
grain size or poplar wood formation [16-18].

Nowadays, the identification of SVs contributes to the
construction of the pangenome reference sequence or
super pangenome [19, 20]. This new approach to build
a reference will better reflect the genetic diversity of the
species, and at the same time expand the understanding
of genome evolution, as well as enhance the knowledge
on adaptive traits [21-25].

The development of new sequencing technologies has
boosted studies of SVs present in a genome, which were
detected until recently only by Comparative Genomic
Hybridation (CGH) arrays or single nucleotide polymor-
phism (SNP) [26-29]. The 3rd generation sequencing
offers new opportunities to identify SVs at a larger scale
with two approaches. One approach is based on linked
short reads, as in 10x Genomics and Hi-C approaches
[30], and the second by generating long reads, as pro-
posed by Pacific Biosciences [31] and Oxford Nanopore
Technologies (ONT) [32, 33]. These approaches pro-
vide access to complex regions, increasing their uses to
improve genome assemblies and to detect structural
variations in human [4, 34—37], in Arabidopsis thaliana
ecotypes [24, 38, 39] and T-DNA insertion lines [40,
41] and in other plants [42—44]. In parallel, a technol-
ogy based on physical map and developed by Bionano
Genomics [45], generates information on very large DNA
molecules. These maps, named optical maps, are fre-
quently generated to improve and validate sequencing
assembly, to detect SVs in animals genomes [36, 46-49]
and more recently in plants [7, 42, 43, 50]. These 3rd gen-
eration technologies with combination possibilities made
possible the identification of genetic rearrangements
between individuals at intra specific levels [50, 51].

Comparisons between sequencing technologies or SV
detection software are no longer uncharted territory [24,
36, 38, 52]. However, the comparison of ONT and Bio-
nano was only performed in animals (Chimpanzee [49]
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and Drosophila [53]), but not yet in plants. Here, we
investigated the genomes of two most studies ecotypes
of A. thaliana (Col-0 and Ler-1) obtained by both ONT
and Bionano optical maps to compare the advantages of
these two fundamentally different technologies, sequenc-
ing-based and physical map, to provide information on
detection and characterization of SVs in plants.

Results

ONT sequencing and genome assembly

The ONT sequences of Arabidopsis thaliana ecotypes,
Columbia (Col-0), here named as Evry.Col-0 and Lands-
berg erecta 1 (Ler-1), here named as Evry.ler-1, were
cleaned using the correction and trimming steps of
Canu assembler [54]. A total of 9.8 Gb (N50=12.7kb,
75X coverage) and 6.1 Gb (N50=16.5kb, 47X coverage)
were obtained for Evry.Col-0 and Evry.Ler-1, respectively
(Additional file 1: Tables 51 and S2).

Cleaned Evry.Ler-1 ONT reads were aligned against
the Ler reference genome with Minimap2 to estimate
ONT data completeness [38, 55]. In total, 98.9% of the
Ler reference genome was covered by the ONT Evry.
Ler-1 reads. The cleaned Evryler-1 reads were also
mapped against the Col-0 TAIR10.1 reference genome
achieving 95.2% of total genome coverage (Additional
file 1: Table S3) [56]. Samtools depth tool [57] was then
used on the EvryLer-1 ONT reads mapping against the
Col-0 TAIR10.1 reference genome to estimate the cover-
age at each position. The average coverage of 100kb win-
dows was 46.9X, with depth fluctuations in centromeric
regions (Fig. 1).

To select the assembler that could produce a better
output for our data, de novo assemblies for Evry.Col-0
and Evry.Ler-1 were performed with Canu [54], RA [58]
and SMARTdenovo (SDN, [59]). Based on general statis-
tics (assembly size, contig number, N50 size), SMART-
denovo software generated better assemblies for both
ecotypes compared to Canu or RA. (Additional file 1:
Tables S4 and S5). Indeed, the SDN assemblies resulted
in 79 contigs for Evry.Col-0 (cumulative size =117 Mb,
N50=12.5Mb with L50=5 contigs) and 101 contigs for
EvryLer-1 (cumulative sizes—117Mb, N50=10.7Mb
with L50=5 contigs). Assemblies using RA were more
fragmented and chimeric contigs were identified with
Canu assembler after MUMmer alignments on the ref-
erence chromosomes (Additional file 2: Figs. S1A-C and
S2A-C). For all assemblers tested, centromeric regions
were covered by many small contigs. These results were
also supported by the alignments of the Evry.Col-0 and
Evry.Ler-1 assemblies on the respective reference chro-
mosomes Col-0 TAIR10.1 and Ler. The SDN were used to
perform the subsequent SV analyses.
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Fig. 1 Gircos visualization of Evry.Ler-1 SVs landscape. All comparisons were performed against the Col-0 TAIR10.1 reference genome per 100kb
bins. From external to internal layer (Circle1 to Circle7): Circle: Col-0 TAIR10.1 chromosomes (ticks every 100 kb): black and light grey rectangles
represent centromeric and NOR regions respectively; Circle2: Average mapping coverage for Evry.Col-0 ONT reads (grey line) and EvryLer-1 ONT
reads (orange line) with dark orange if coverage > 46X; Circle3: DLE-1 label density as purple line (dark purple if density > 18 label per 100 kb);
Circle4: Genes density as green line (dark green if density > 23), NLR Genes [73] indicated as green rectangles; CircleS: TEs density as blue line (dark
blue if density > 58); Circle6: ONT SVs occurrences as orange outward bars (dark orange bars represent ONT- specific SVs); Cirdle7: Bionano SVs

L occurrences as purple inward bars (dark purple bars represent Bionano-specific SVs)

Optical maps generation

Genomic DNA was labeled using staining protocol with
DLE-1 enzyme according to the manufacturer’s protocol.
One run per ecotype on the Saphyr device was performed

resulting to 577.5 Gb and 610.9 Gb of molecules for Evry.
Col-0 and Evry.Ler-1 respectively. Molecules larger than
150kb were selected leading to about 600-fold final
coverage based on the theoretical 130 Mb Arabidopsis
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genome size (Additional file 1: Tables S6 and S7). A
total of 17 and 14 optical maps with N50 of 14.6 Mb and
147Mb were generated for Evry.Col-0 and Ewry.Ler-1
respectively, leading to a genome size of 125Mb for both
ecotypes (Additional file 1: Tables 58 and S9).

The average label density of the Evryler-1 optical
maps was estimated at 18.47 per 100kb (Additional file 1:
Table S7). However, the DLE-1 density decreases in the
centromeric regions due to molecule depth diminution
and optical map breaks (Fig. 1, Additional file 2: Fig.
S3A-E).

Structural variations detection

Structural variations detections were performed inde-
pendently using the ONT and Bionano technologies data
and were carried out in two ways: 1) Evry.Ler-1 versus
Col-0 TAIR10.1 reference genome and 2) Evry.Col-0 ver-
sus Ler reference genome. The different types of struc-
tural variations detected in our study are described in
Additional file 2: Fig. S4. We observed that general SVs
characteristics (number, types and location) are similar
in both ways, then only SV detection results from the
Evry.Ler-1 assembly and optical maps against the Col-0
TAIR10.1 reference genome will be presented in detail.
Description of 5Vs detected by comparing the SDN
assembly and optical maps Evry.Col-0 with Ler reference
genome are provided in Additional file 1: Tables S10-S14
and Additional file 2: Fig. S5A-E.

The sequence comparison of EvryLler-1 assembly to
Col-0 TAIR10.1 reference genome using MUMmer show-
diff utility [60] revealed 2186 potential SVs. A total of
119 SVs, called reference sequence junction (SEQ), break
(BRK) and jump (JMP), found in centromeric, telom-
eric and nearby rDNA clusters, were considered to cor-
respond to unresolved assembly regions into Evry.Ler-1
assembly compared to Col-0 TAIR10.1 reference genome
and were filtered out (Additional file 1: Table §15).

The estimation of the ONT error sequencing rate
was 4.0 and 4.9% for the Evry.Col-0 and Evry.Ler-1 of
the trimmed corrected sequences respectively. Even if
these error sequencing rates are inferior than previously
described [61], to avoid false positive SV detection and
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to be comparable to Bionano technology, a filter on query
ONT structural variations size (> 1kb, SV detection size
limit for high quality Bionano technology) was applied.
On the 1184 SVs> 1kb (54.2%), 591 insertions (INS), 581
deletions (DEL), 12 inversions (INV)} were detected but
no duplication (Table 1 and Fig. 2A).

A 5Mb insertion in the Evryler-1 assembly was
detected on Chr3 Col-0 TAIR10.1 reference genome
(14,272,986..14284724) due to a detection error of MUM-
mer in a complex region associated with a rDNA cluster.
Thereby, this insertion was removed from the final data
and not considered in the result. The Evry.Ler-1 ONT
median size of the structural variations was 3455bp and
the cumulated size of 7.7 Mb. The SVs were equally dis-
tributed in size and number between INS and DEL. The
INV categories had higher median and average sizes than
INS and DEL. With a cumulated size of 0.3Mb, IN'V rep-
resented 3.9% of the ONT variation size (Table 1). Struc-
tural variations were detected on all chromosomes, with
a preferential location on chromosome arms and with no
confident SV on the Chrl, 3 and 4 centromeres (Fig. 1).

Optical maps construction and SVs detection
based on physical maps comparison was carried out
on the Bionano Solve™ interface (Bionano Genom-
ics, version 3.3). A total of 797 SVs were highlighted
by comparing Evry.Ler-1 optical maps to in silico
Col-0 TAIR10.1 reference genome labeling with DLE-
1{Additional file 1: Table $15). When Bionano Solve
tools detected one 5V embedded in a second one,
the largest SV was kept. This case was found on two
Chrl independent locations (INS:19432310..19468513
and DEL:24688666..24736849). A 1kb size filter was
applied on the Bionano SVs, which was equivalent to
remove deletions and insertions with a Bionano qual-
ity score <10 (defined as poor quality by the manufac-
turer) (Additional file 1: Table S16). Additionally, on
Chr2, the INV 8V (3,433,371..3490731) with no qual-
ity score was discarded. Thereby, 591 SVs representing
74.2% of total optical map Evry.Ler-1 SVs were further
considered in this analysis. INS and DEL types consti-
tuted the main part of the optical map Evry.Ler-1 SVs
(48.9 and 49.9% of the SVs respectively), the remaining

Table 1 Characteristics of EvryLer-1 ONT and Bionano SVs, obtained after alignment against Col-0TAIR10.1 reference genome

Technology ONT Bionano
SV type INS DEL INV TOTAL INS DEL INV TRA TOTAL
SV kb (%) 591 (499) 581 (49.1) 12000 1184 289(489) 295 (49.3) 5(08) 204 591
Cumulated Size 34 4.0 03 77 29 23 16 04 72z
Median Size 3358 3446 17,032 3455 4383 4296 166,007 189454 4383
Average Size 5724 6801 26,865 6467 10,021 7885 310470 185454 12,104
Cumulated sizes are in Mb, Median and Average sizes in bp
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Fig. 2 Number of Evry.Ler-1 structural variations detected by ONT and Bionano against the Col-0 TAIR10.1 reference genome and overlaps in

locations between the two technologies. The bars and cirdes colored in orange and purple correspond respectively to the ONT and Bionano

technologies. A Barplot of SV number for insertions {INS), deletions (DEL), inversions {(INV), translocations (TRA) and all SVs (TOTAL) obtained using

ONT and Bionano technologies. B Venn diagramm of common and specific locations detected by ONT and Bionano technologies

1.2% corresponding to translocations (TRA) and INV  Chr2 (3,378,844..3397121; 3,484,209..3844839) (Fig. 3A 230
(Table 1 and Fig. 2A). Median SVs size was 4383bp  and Additional file 2: Fig. S3B). The largest SV identi- 240
and SVs cumulated sizes represented 7.2Mb of the fied was a 1.1Mb EvryLer-1 INV located on Col-0 241
genome. The TRA and INV types corresponded to  TAIR10.1 reference genome Chr4 (1,435,832..2593360) 242
nearly one third (2.0Mb) of the structural variations (Fig. 3B and Additional file 2: Fig. S3D). SVs were dis- 243
cumulated size. In our study, the translocation type tributed preferentially along the chromosome arms and 244
was only detected using the Bionano assembly (Table 1  their detection was limited in centromeric regions due 245
and Fig. 2A). The two Evry.Ler-1 TRA were located on  to decrease in labeling in these regions (Fig. 1). 246

f (See figure on next page.)
Fig. 3 Focus of large structural variations (MU) located in complex locations. For each location, optical maps are colored in green for the Col-0
TAIR10.1 reference maps (ChrM for mitochondrial chromosome map) and light blue for EvryLer-1 maps. Consistent DLE-1 enzyme label between
reference and Evry.Ler-1 maps are represented by dark blue bars with grey links between the genome maps. Inconsistent DLE-1 enzyme label are
shown by yellow bars on the two genome maps. The purple bars represent the insertion events on the Evry.Ler-1 maps / read / assembly, and the
black, yellow and pink bars correspond to deletions, inversions and translocations respectively. Araport11 annotation of the Col-0 TAIR10.1 reference
(Genes and TE) and IGV view of the Evry.Ler-1 trimmed ONT reads and SMARTdenovo contigs minimap alignments are also presented. A Bionano
Chr2 Evryler-1 translocations against Col-0 TAIR10.1 reference genome (MU_153). B Bionano Chr4 EvryLer-1 extra-range size inversion against Col-0
TAIR10.1 reference genome (MU_097). € Bionano Chr4 EvryLer-1 large deletion against Col-0 TAIR10.1 reference genome (MU_102). D Bionano Chrs

L EvryLer-1 inversion against Col-0 TAIR10.1 reference genome (MU_138)

w Journal : BMCTwo 12864 124202 Pages - 17
Articie No - $499 O IE O TYPESET
L ad T g 2 DIsK

129



Canaguier et al. BMC G ics

A Page 6 of 17

TR LT T LI TS SIS 1L A ORI A O I N

iy .

MM TARIL | oy

ol TAIRIOS Cord (M1 133) 3856 3003 340 333

L — - j— e x n
n ——— e _————— =

T T e

w‘v‘a‘.-’,"g’\p-p‘,t¢¢‘,.'o(4'f -
mvu.---‘mmmwh%Man

vl

D TABI N Chrd (VBT 5 438 K127 08 000

1 .
e 2 N
By e OMT SV L] ll. 1 LI N ) ? . Lrma L ) L)
R T e e e
AT b e —_——
G
[T = - - - # » o » = et
s e A a——
. R
oD A1 o P S R
s
g L U - R —
i P " .
- TR -
gl = ‘ W@’ (L B ‘|ﬁ‘ Tl
i 5 i - & 4
Aty v U ——— S S PN e ‘ e’ e
_U
-~ - o -~ - ot -~ ot -

AL
—

=
5
1. i

Fig. 3 (See legend on previous page.)

O TYPESET
MS Code - B CP 2 DISK

w Journzl : BMCTwo 12864 Dispatch - 12-42022 Pages - 17
Articie No : 8499 O 1E

130



247
248
240
250
251
252
253
254
255
256
257
258
250
260
261
262
263
264
265
266
267
268
260
270
2mn
272
273
274
275
276

Canaguier et al. BMC Genomics _ #8884 #2228 8 2 SFEREE

SVs comparison

SVs comparison was based on their absolute start-
and end-positions on the Col-0 TAIR10.1 reference
genome. We considered that structural variations loca-
tions were comparable in both technologies when their
locations on Col-0 TAIR10.1 reference genome over-
lapped by at least 1 bp.

SVs comparison metrics are presented in Table 2 and
the numbers of overlapping locations in Fig. 2B. A total
of 563 common locations were identified representing
948 (80.1%) of Evry.Ler-1 ONT SVs and 563 (95.3%)
of optical map Evry.Ler-1 SVs. The cumulated sizes of
these common SVs were respectively 5.9 Mb and 6.9 Mb
for ONT and Bionano detection representing 5.3% of
the size of the Col-0 TAIR10.1 reference genome (based
on 130 Mb) for ONT and 4.5% for Bionano. ONT SVs
tended to be smaller than Bionano SVs (Table 2, Addi-
tional file 1 Tables S17 and S18).

To compare the median sizes of the ONT and Bio-
nano wvariations (>1kb), we made notched boxplots
including or not the large events (> 50 kb) (Fig. 4). Using
the oriented Wilcoxon rank-sum test as it was per-
formed by Dixon at al. (2018), p-values of the tests are
all less than the significance level alpha = 0.05 therefore
the median sizes of SV ONT are significantly smaller
than the median sizes of SV Bionano. In addition, the
sizes of the medians of all insertions and those of dele-
tions detected using the Bionano technology were
respectively 30.5 and 24.6% larger than with ONT. This
last point is related to the fact that we applied a filter

Table 2 Characteristics of Evry.Ler-1 ONT and Evryler-1 optical
map 5Vs identified in common and specific Col-0 TAIRI0.1
reference locations

Technology ONT Bionano

Common Specific Commeon Specific
Locations 563 236 563 28
Vs> 1 kb (56) 943 (80.1) 236 (19.9) 563 (953) 28 (4.7)
Min Size 1003 1003 1034 1017
Max Size 87533 347,239 1,143,224 166,007
Cumulated Size 59 18 69 03
Median Size 3759 2656 4456 1374
Average Size 6221 7453 12171 11,104

Cumulated sizes are in Mb, and all other sizes in bp
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for ONT SVs (> 1kb), thus increasing the median sizes
for all categories.

To go further, 5Vs identified by ONT and Bionano tech-
nologies were assigned to a two letters svID code. The first
letter used for ONT SVs and the second for Bionano SVs,
leading to common (svID UU and MU) and specific (svID
UN and NU) locations (with “U" for “Unique location”, “M”
for “Multiple locations” and “N” for “No location’, Addi-
tional file 1: Tables S17 and S18).

Among the 563 common regions, 410 (72.8%) coincided
with svID UU, i.e. one ONT structural variation corre-
sponding to one SV Bionano. For 364 (88.8%) of the sv ID
UUs the overlap of these locations was 100% and for 30
(7.3%) greater than 50%. Only 16 (3.9%) svID UUs had less
than 50% overlap (Additional file 1: Table S17). Moreover,
405 (98.8%) of the svID UU SVs have “conforming” type
(i.e. have the same type) (Additional file 1: Table 517) and
five svID UU (1.2%) were identified as deletions by ONT
and insertions by Bionano technologies (svID UU_035,
UU_038, UU_057, UU_073, UU_358; Additional file 1:
Tables S17 and S18).

The remaining 153 (27.2%) common locations corre-
sponded to 538 Evry.Ler-1 ONT SVs (56.8% of commons
ONT SVs) related to 153 Evry.Ler-1 optical map SVs (27.2%
of commons Bionano SVs) (Table 3).

These structural variations had a svID MU ranging to 2
(representing 59.5%) to 22 ONT SVs for one Bionano SV.
The cumulative size of this SVs category was approximately
4Mb for both technologies although the number of ONT
variants is 3.5 times higher than in Bionano (538 vs 153).
The size distribution of these SVs started from 1kb (due to
the filter applied) to 87 kb and 1.1 Mb respectively for ONT
and Bionano. Furthermore, Bionano median and average
sizes were 2 and 4 fold larger respectively. Unlike the svID
UU, the type of the svID MU was “conforming” for only 68
(44.5%) locations of which 58 (85.3%) corresponded to 2
ONT SVs for 1 Bionano SV. The remaining 10 (14.7%) loca-
tions comprised 3 or 4 ON'T SVs for one Bionano SV.

The largest ONT SV was included in a complex SV (svID
MU_102) consisting of four contiguous deletions located
on Chr4. These four deletions coincided with one Ewvry.
Lerl optical map deletion (Fig. 3C, Additional file 1: Tables
517 and S18). The largest Evry.Lerl optical map SV (svID
MU_097) was an inversion on Chr4 of 1,143,224 Mb over-
lapping 22 Evry.Ler-1 ONT SVs (corresponding to INS and
DEL) (Fig. 3B, Additional file 1: Tables 517 and 518). To

( (See figure on next page)

Fig. 4 Size distribution and median comparison of ONT and Bionano SV, All p-values were obtained with a two-sided oriented Wilcoxon rank-sum
test. Hypothesis HO was "median of ONT 5V size is less than Bionano one’ ONT and Bionano boxplots are colored in orange and purple respectively.
Medians are represented by red dots. A Boxplot of ONT (n=1184) and Bionano (n=591) 5V=1kb. B Boxplot of ONT (n=1165) and Bionano (n=573)
Tkb<SV<50kb. C Boxplot of ONT (n=591) and Bionano (n=289) IN5=1kb. D Boxplot of ONT (n=588) and Bionano (n=282) 1kb<IN5<50kb. E
Boxplot of ONT (n=581) and Bionano (n=295) DEL= 1kb. F Boxplot of ONT (n=571) and Bionano (n=288) 1kb<DEL<50kb
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Table 3 Characteristics of the sviD MU identifiad in ONT and
Bionano SVs

Technology ONT Bionano
Location 153 153
Mumber 538 153

Min Size 1010 1253
Max Size 87533 1,143,224
Cumulated Size EL:) 44
Median Size 4236 9523
Average Size 7406 28,734

svID MU corresponds to locations where Multiple ONT SVs overlap a Unigue
Bionano SV location. Cumulated sizes are in Mb, and all other sizes in bp

enrich the list of the large (>50kb) Bionano SV, the svID
MU_138, an INV of 207 kb was located on the Chr5 and
covered 5 ONT structural variations (4 INS and 1 DEL)
(Fig. 3D, Additional file 1: Tables S17 and 518).

Specific locations were more abundant with the ONT
technology (236 SVs - svID UN, SV detected with ONT
only - 19.9%) than with Bionano (28 SVs - svID NU, 5V
detected with Bionano only - 4.7%) leading to a cumu-
lated size of 1.8Mb and 0.3 Mb respectively, and with a
median size twice larger (2656bp for Evryler-1 ONT
SVs vs 1374bp for Bionano Evry.Ler-1 optical map SVs).
The distribution of the specific Evry.Ler-1 ONT 8Vs
onto the Col-0 TAIR10.1 reference chromosomes led to
a clear trend to locate on NOR and centromeres (Fig. 1).
The largest specific ONT variant was located on Chr3
and corresponded to a DEL (svID UN_124, Additional
file 1: Table S17). The largest specific Bionano SV was
spotted on the Chr3 and corresponded to an INV type
(svID NU_017, Additional file 1: Table S18, Additional
file 2: Fig. S3C). A focus on the TRA located on Chr2
revealed 18.2kb specific Evry.Ler-1 optical map SV (svID
NU_007), close to the second TRA of 360kb (MU_153).
This last TRA (MU _153) coincided with seven SV events
(1 INV, 5 INS and 1 DEL) in the Evry.Ler-1 assembly
(Fig. 3A, Additional file 1: Tables S17 and S18).

Using Araportl1 annotation of the Col-0 TAIR10.1 ref-
erence genome (The Arabidopsis Information Resource
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— TAIR), a comparison using only Evry.Lerl ONT SVs is
shown in Table 4. Since the Evry.Ler-1 optical map events
represented a large-scale observation, they were not
taken into account in this analysis. A total of 893 (75.4%)
out of 1184 Evry.Lerl ONT 5Vs overlapped TE features,
of which 579 also overlapped genes. Only 291 (24.6%)
Evry.Ler-1 ONT SVs were located outside a TE feature,
overlapping genes [125 (10.6%)] or not [166 (14.0%)]
(Table 4). Focusing on Evry.Ler-1 ONT specific SVs, their
overlap with the Col-0 TAIR10.1 reference annotation
showed a similar percentage compared to the common
SVs,

To better characterize the genes affected by ONT
SVs in common locations, a GO-terms overrepresenta-
tion test was performed with the PANTHER's tool [62]
available on TAIR website (https://www.arabidopsis.org/
tools/go_term_enrichment.jsp). Among the 1764 genes
identified in common locations, 47.2% (832) genes were
uniquely assigned to a GO term and used in PANTHER
(Additional file 1: Tables S19 and S20). Overrepresenta-
tions in defense response and ADP-binding terms were
detected (Additional file 1: Table 521), but no enrichment
for GO-terms in genes in specific ONT locations was
highlighted (Additional file 1: Tables 522-524).

A summary of the main comparison criteria between
the two technologies is presented in Table 5. It appears
that the ONT and Bionano technologies (with DLS labe-
ling) were equally effective in detecting SVs of less than
50kb and those in gene regions. In our study, Bionano
was more efficient on large events while additional ana-
lyzes for the detection of these variations with ONT are
necessary.

Discussion

Herein, we compare the performance of Oxford Nano-
pore and Bionano Genomics technologies for struc-
tural variation detection. For this, we performed long
read sequencing and optical mapping of two A. thali-
ana ecotypes, namely Columbia-0 (Col-0) and Lands-
berg erecta 1 (Ler-1). Long read de novo assemblies
were constructed using three different assemblers and
optical maps were assembled with Bionano Solve tools.

Table 4 Evry.Ler-1 ONT 5Vs (> 1 kb) overlapping Col-0 TAIR10.1 reference genes and TEs annotation features

Features moTE TE TOTAL (%)
noGENE GENE noGENE GENE
Commeon 3V uu 7g 59 93 179 410 (34.6)
MU 59 38 150 291 538 (455)
Specific SV UN 28 28 7 109 236(199)
SV nurnber (%) 166 (14.0) 125 (10.6) 314 (26.5) 579 (489) 1184
TOTAL (38) 291 (2486) 893 (75.4) 1184
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Table 5 Summary of comparisons of ONT assembly and
Bionano Optical mapping (DLS labeling) for SV detection

Technology ONT Bionano
Assembly/Optical map obtention v VW
1kb <5V =50kb
Deletion Vv v
Insertion Vv Vv
Inversion v VW
Translocation NA Vv
5V=50kb
Deletion v v
Insertion v VW
Inversion - v
Translocation NA Vv
SV location
Genic v VW
Complax v v
Acces to the 5V sequence Vv MNA
Bioinformatic skills v VW
SV visualization v VW

+/+/ Robust detaction or user friendly. /' Detection depending on variables such
as coverage, contig length and label density or need of bicinformatic skills. NA:
Mot available; — Undetectable

Structural variations detected using the Col-0 TAIR1D.1
[56] and Ler [38] genomic sequences as references, were
described and compared to each other, to reveal the rela-
tive strengths of the two technologies in detecting SVs.

Assemblies based on ONT and Bionano data for 5V
analyses

To obtain the best assembly based on only long reads
data we used three different assemblers. After compari-
son of assembly metrics, calculation time and collinear-
ity against reference genomes, SDN provided the best
assembly even if some collinearity breaks were observed,
especially in centromeric regions. The metrics of Evry.
Col-0 and Evry.Ler-1 SDN assemblies were comparable
to such assemblies in previous studies [24, 38, 39, 63] but
remained underestimated.

Continuous improvement in protocols and new devel-
opments in genome assembly strategies and algorithms
resulted in a higher quality of genomic sequences used
in subsequent analyses. Previously published Bionano A.
thaliana optical map (KBS-Mac-74 genome [39]) used
a BspQI staining protocol for labeling, generating about
10 times more maps to cover the entire genome of the
KBS-Mac-74 ecotype than in our study (DLE-1 Bionano
staining protocol), highlighting enhancement in Biona-
no’s protocol. In addition, no optical map was previously
available for the Columbia (Col-0) and Landsberg erecta
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1 (Ler-1), making our map assemblies especially valuable
for further studies.

Our high quality optical map allowed us to define cen-
tromeric and nucleolar organizer regions (NOR), despite
lower molecules density and even if label concordance
loss were observed between Evry.Ler-1 maps compared
to the Col-0 TAIR10.1 in silico reference maps. Moreo-
ver, fluctuations in ONT coverage density and accumu-
lation of repetitive alignments in the same regions are
reinforcing evidence of the approximate locations of the
centromeres and NOR. However, we identified several
misassemnblies in the course of our SVs analyses between
the Evry.Ler-1 SDN assembly and Col-0 TAIR10.1 refer-
ence genome, highlighting how difficult it can be to get a
reliable assembly, and thus detecting SVs, in these com-
plex regions.

SV detection and comparison between the two
technologies

We compared structural variations in Evry.Ler-1 and the
reference genome Col-0 TAIR10.1. We chose this refer-
ence because of its high quality and the richness of the
associated studies [24, 38, 39].

The cumulated SVs sizes obtained for ONT and Bio-
nano in our study are smaller than in previous studies
[24, 38]. Filtering on SVs size (SVs>1kb) vs no size fil-
ter could explain this difference. In addition, the lack of
duplications detection in ONT assembly could depend
on MUMmer's ability to detect this type of SV, reflect-
ing the detection complexity of the duplication events, as
mentioned in Goel et al (2019). In contrast, the absence
of duplication detected by Bionano could be explained by
polymorphic duplications between Evry.Ler-1 maps and
Col-0 TAIR10.1 reference genome, which would break
the collinearity, as described in Jiao and Schneeberger
(2020), and by the size of duplications (<5kb, [24, 63])
identified as the limit of Bionano detection.

Analyzes by the two technologies revealed a pre-
dominance of insertion, deletion and inversion with
larger median and average sizes for Bionano SVs. The
distribution of these types of SV is homogeneous along
the chromosome arms. Maost of the specific ONT SVs
are located in the centromeric and pericentromeric
regions. Nonetheless, a decreased coverage of the SVs
in these regions was observed, in opposition previ-
ous report by Pucker et al. (2019), it can be assumed
that this is probably due to technical problems such as
assembly errors (for ONT SMARTdenovo) [64]. This
diminution in SV coverage is also observed with Bio-
nano technology, showing a lower density labeling in
these complex regions. This contrasts previous results
identifying more SVs in regions where the recombi-
nation meiotic rate decreases [24]. The filtering of SV
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ONTs smaller than 1kb could again be an explanation
for this contradiction. On the other hand, Bionano
Solve tools well identified translocation previously
characterized on Chr2 and three inversions larger than
50kb present on Chr3 (NU_017), Chr4 (MU_097) and
Chr5 (MU_138) [24, 38, 64]. For example, compared to
the Col-0 TAIR10.1 reference genome, the Evry.Ler-1
maps support a 360kb translocation of mitochon-
drial sequence in the Chr2 around the 3.6 Mb Col-0
TAIR10.1 position (svID MU_153). This observation is
concordant with Stupar et al. (2001) that first described
the mtDNA insertion in the Col-0 TAIR10.1 reference
genome [65]. In the same Chr2 region (3.29 Mbp to 3.48
Mbp, Pucker et al. (2019) identified a second 300kb
highly divergent region between A. thaliana Nd-1 and
Col-0 TAIRL0.1 reference genome. In the same study,
Pucker et al. also described the lack of the entire region
between 3.29 Mbp and 3.48 Mbp in Ler reference
genome, corresponding to the specific translocation
of 18.2kb detected in Evry.Ler-1 map (svID NU_007).
Zooming in this Col-0 TAIR10.1 Chr2 region (3.2 Mb
to 3.5Mb) in the Evry.Ler-1 SDN assembly, many small
contigs are observed with a missing sequence of 110kb.
This observation explains the absence of SV detec-
tion, confirming the great complexity of this region
and the sequence divergence between Ler-1 and Col-0
genome described by Pucker et al (2019). Even if the
Col-0 reference genome has been improved since 2000,
it remained gaps and misassemblies as largely reported
in many studies [41, 56, 63, 64, 66]. A combination of
the best Col-0 TAIR10.1 sequence and the new high
quality optical map data obtained in this study will pro-
vide valuable resources to re-evaluate complex region
assembly.

The svID MU structural variations result either from a
too low density of the DLE-1 sites, or from a high diver-
gence of genomic regions between the two ecotypes. In
both cases, experimental validations are essential to vali-
date the number and type of SVs. Nevertheless, the fact
that the largest events described (MU_097 (Chrd INV),
MU_102 (Chr4 DEL), MU_153 (Chr2 ONT SVs match-
ing the second Bionano translocation) and MU_138
(Chr5 large inversion)) were retrieved in our study, is like
a proof of concept of the ONT and Bionano technologies
and the parameters used for the analysis.

Comparing locations of the Evry.Ler-1 ONT SVs with
Araportll annotations, we found that common and
specific ONT SVs were preferentially linked to TE fea-
tures and genes, as reported in Jiao and Schneeberger
(2020). Looking at the GO-term enrichment in genes
overlapping common ONT SVs, an overrepresenta-
tion in defense response and ADP-binding terms corre-
sponding to resistance genes was observed. This result
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is concordant with previous studies [13, 24, 38, 67-69]
in which an association between structural variations
and the cluster organization of resistance genes was
described.

General conclusion

Because analyses of SV locations and their consequences
heavily rely on the quality of their identification and the
underlying assembly/mapping data, we aimed to compare
the performance of ONT and Bionano technologies for
structural variation detection. Applying stringent filters
on ONT assembly mapping approach and size filters on
5Vs, we have shown this methodology is an easy and effi-
cient way to detect reliable SVs. Most of the detected SVs
were also identified with Bionano optical maps with high
concordance despite different characteristics (average,
size, median). Nevertheless, long read sequencing tech-
nologies make it possible to detect SVs more accurately,
while Bionano offers a broad overview of structural rear-
rangements. Thereby, the choice of technology has to be
based on the characteristics of the locations to be stud-
ied. If these locations are known to be gene regions with-
out repeated sequences, the analysis of an ONT assembly
will be reliable and provide more confidence in the SVs
locations. Bionano’s interest will then be minimal. In
contrast, if these regions are identified as being complex
(areas rich in transposable elements for example) the
analysis of structural variations from an ONT assembly
will be more delicate since the assembly itself and the
alignments of the detection will be less reliable in these
locations. ONT analyzes from these regions cannot be
taken at face value and will require validation (targeted
experimentation by labeling, PCR, detection of these SVs
by other technology, progeny analysis ...). On the other
hand, Bionano technology is effective in validating varia-
tion in these large complex regions. Combined with Bio-
nano analyzes which provide an overview and point to
these areas, ONT analyzes and associated results gain
in value. The major limit to Bionano is the lack of access
to the sequence information. In addition, whole genome
SVs analyses are currently mostly limited to model organ-
isms. However, Oxford Nanopore long reads and Bio-
nano Genomics optical maps assemblies do not require
previous knowledge on the genomic architecture or the
sequence of the studied organism, this approach expands
the field of suitable plant species or species complexes
where in-depth SVs analyses can be performed. Unlike in
animals, in plants, the heterogeneity and size of genomes,
polyploidy, heterozygosity and the sequence references
of species which are sometimes very different and poten-
tially of low quality make population analyzes difficult if
not impossible. Therefore, population analysis using Bio-
nano is only possible when the reference is of very high
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quality and genomically very close to other ecotypes.
On the other hand, these plant characteristics have less
impact on the detection of variations by ONT, which is
much more local with this technology.

ONT appears to be especially suitable to carry out
plant population analyses and Bionano more relevant to
study plasticity of genome structure, leading to an obvi-
ous complementarity of these two technologies in SVs
analysis.

Methods

Plants

Arabidopsis thaliana Columbia-0 (accession number
186AV) and Landsberg erecta-1 (accession number
213AV) seeds were provided by the Versailles Arabidop-
sis Stock Center (National Research Institute for Agricul-
ture, Food and Environment, Versailles, France, http://
publiclines versailles.inra.fr/). They were sown directly in
soil and transplanted after 10days. Plantlets were grown
under a 16h light/8h night photoperiod in a growth
chamber at 20°C for 4-5weeks. Before to harvest, the
plants were dark-treated for 3 days.

Oxford Nanopore sequencing (MinlON) HMW DNA
extraction

High Molecular Weight (HMW) DNA extraction was
performed using a modified salting-out protocol. A
total of 5g of freshly harvested leaves was ground in
liquid nitrogen with a mortar and pestle and trans-
ferred to 10ml of 50°C prewarmed extraction buffer in
a 50ml tube containing 1.25% SDS, 100mM Tris-HCI,
pHB8, 50mM EDTA, 0.01% w/v PVP40. Then 37.5ul of
beta-mercaptoethanol (0.375% final) and 10ul RNAse
A (Qiagen® 100 mg/mL) were added. This solution was
incubated for 30min at 50°C, under agitation (10s at
300 rpm every 10min). After incubation, 20ml TE (10:1)
were added, slowly homogenized then 10ml of KAc 5M.
The tube was kept on ice for 5min, then centrifuged at
4°C during 10min at 500g. The solution was transferred
in two 15ml tubes and centrifuged again as previously.
The supernatant was transferred in a 50 ml tube contain-
ing 1 volume of Isopropanol, slowly inverted 10 times,
then centrifuged at 4°C for 10 min at 5000 g. Pellets were
washed with 20ml ethanol 70% then centrifuged at 4°C
for 5min at 5000g. Supernatant was removed and pellets
were not completely dried before solubilization in 100 pl
of TE (10:1) prewarmed at 50°C. The DNA solution
was then incubated at 50°C for 10min. Field Inverted
Gel Electrophoresis (Program 50-150kb on Pipin Pulse
from Sage Science) was used for DNA size estimation
and DNA samples with molecule size above 50kb were
kept. Purity of DN A was evaluated by spectrophotometry
(OD260/280 and OD260/230 ratio).

Page 120f 17

Bionano optical maps ultra HMW DNA extraction

Wi performed the DNA extraction using the Base proto-
col n"30,068 vD (Bionano Genomics) with minor adapta-
tions. Three grams of very young fresh leaves from each
genotype were harvested from the dark-treated rosettes.
The samples were placed on aluminium foil on ice then
transferred to a 50ml tube surrounded by a screened
cap allowing pouring without loss of samples (Bio-Rad)
The tubes were kept on ice during the nuclear isolation.
Samples were treated in a fixing solution containing 2%
formaldehyde under a fume hood then rinsed with fixing
solution without formaldehyde. Fixed-leaves were trans-
ferred to a square Petri dish with 4ml of Plant Homog-
enization Buffer plus (HB+ is HB supplemented with
1mM spermine tetrahydrochloride, 1mM spermidine
trihydrochloride, and 0.2% 2-mercaptoethanol). Entire
leaves were chopped with a razor blade in 2x2mm pieces
then transferred to a new tube on ice and 7.5ml HB+ is
added. Using TissueRuptor (Qiagen) the 2x2mm pieces
were blended for a total of four cycles (205 at maximum
speed then resting 30s). Plant homogenates were filtered,
first through a 100 pm then to a 40 um cell strainer and
volumes were adjusted to 45ml. Nuclei were centri-
fuged at 3840g at 4°C during 20 min, supernatants were
discarded. Nuclei were gently re-suspended in residual
buffer, 3ml of HB+ were added, then tubes were swirled
on ice and the volumes were adjusted to 35 ml. Homoge-
nates were centrifuged at 60g at 4°C during 3 min using
minimum deceleration. Solutions were very carefully
transferred to a new tube in order to avoid carry-over of
debris, and filtered again through a 40 pm cell strainer.
Nuclei were centrifuged at 3840¢g at 4°C during 20 min,
3ml of HB+ were added and tubes were swirled on ice.
Using Bionano Nuclei Purification by Density Gradient,
nuclei homogenate was laid on the top of two solutions
with different densities. After a 4500g centrifugation at
4°C during 40min, the nuclei are at the interface of the
two solutions. There are recovered with a wide-bore tip
in about 1 ml solution and transferred in a 15ml tube and
adjusted to 14ml with HB+. Nuclei were centrifuged at
2500g at 4°C during 15min. All the buffer was removed
and nuclei were re-suspended in 60 pl HB+.

The nuclei solution was adjusted to 43°C for 3 min and
melted 2% agarose from CHEF Genomic DNA Plug Kits
(Bio-Rad) was added to reach a 0.82% agarose plug con-
centration. Plugs were cooled on aluminum blocks refrig-
erated on ice. Purification of the plugs was performed
with Bionano Lysis Buffer adjusted to pH9 and supple-
mented with proteinase K and 0.4% 2-mercaptoethanol.
Plugs were digested during 2h at 50°C in Thermomixer
then the solution was refreshed and incubated again
overnight. Plugs were treated with RNAse for 1h at 37°C
in the remaining solution. Plugs were washed three times
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in Wash Buffer (Bionano Genomics) then four times in
TE 10:1. DNA retrieval was performed as recommended
by Bionano Genomics, as follow: plugs were melted at
70°C during 2min then transferred immediately at 43°C
and incubated 45min at 43°C with 2 pl Agarase (0.5 unit/
pl). The melted plugs were recovered with wide-bore
tips and dialyzed on a 0.1 pum membrane disk (Millipore)
floating on 10ml TE for 1 h. DNA was quantified in trip-
licates with Qubit according to Bionano protocol. Two
methods were used to estimate the size of DNA mole-
cules: Pipin Pulse and the Qcard Argus System (Opgen)
which allows DNA combing on a lane and visualization
of molecules after staining under fluorescent microscope.
Samples with molecules above 150 kb were kept for labe-
ling. Protocols were performed according to Bionano
Genomics with 600 ng of DNA for both Col-0 and Ler-1
ecotypes. The direct label and stain (DLS) labeling con-
sisted of a single enzymatic labeling reaction with DLE-1
enzyme following by DNA staining with a fluorescent
marker. It was performed with 750 ng DNA. Chip loading
was performed as recommended by Bionano Genomics.

ONT sequencing (MinlON) and assembly
ONT libraries were prepared according to the following
protocol, using the Oxford Nanopore SQK-LSK109 kit.
Genomic DNA or DNA previously fragmented to 50kb
with a Megaruptor (Diagenode S.A., Liege, Belgium)
was first size-selected using a BluePippin (Sage Science,
Beverly, MA, USA). The selected DNA fragments were
end-repaired and 3'-adenylated with the NEBNext®
Ultra™ 11 End Repair/dA-Tailing Module (New England
Biolabs, Ipswich, MA, USA). The DNA was then puri-
fied with AMPure XP beads (Beckmann Coulter, Brea,
CA, USA) and ligated with sequencing adapters provided
by Oxford Nanopore Technologies (Oxford Nanopore
Technologies Ltd., Oxford, UK) using Blunt/TA Ligase
Master Mix (NEB). After purification with AMPure XP
beads, the library was mixed with Running Buffer with
Fuel Mix (ONT) and Library Loading Beads (ONT) and
loaded on 4 MinlON R9.4 SpotON Flow Cells per Arabi-
dopsis thaliana ecotypes. The resulting FASTS files were
base-called using albacore (versions 2.1.10 and 2.3.1)
and FASTA produced as described in Istace et al (2017).
Canu version 1.5 (github commit ae%eecc), was used for
initial read correction and trimming with the parameters
minMemory = 100G, corOutCoverage = 10,000. The cor-
rected sequences were merged in one final FASTA file
per ecotype that was later used as assemblers'input.
Assemblies were performed with the relevant genome
size parameter set to, or coverage calculation based on,
a 130Mb genome size. Assemblers used with default
parameters were Canu version 1.5 ([54], github com-
mit 69b5f32), Rapid Assembler (RA, [58], https://github.
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com/lbcb-scifra commit 07364al) and SMARTdenovo
version 1.0 (with the option —¢ 1 to run the consensus
step) ([59], https://github.com/ruanjue/smartdenovo
commit 61cfl3d). The MUMmer suite version 3.0 [60]
was run with the parameters used in Zapata et al. 2016
[38]. To analyze the assemblies, they were aligned to the
reference genome of Arabidopsis thaliana using nucmer
with the options -c 100 -b 500 -1 50 -g 100 -L 50. The
TAIR10.1 reference genome for A. thaliana Columbia 0
(Col-0, GCF_000001735.4) was chosen as it is the avail-
able sequence with the latest annotation. As Pucker et al.
(2019) hightlighted, the nuclear sequence is the same as
the TAIR9 reference genome but chloroplastic and mito-
chondrial sequences were added that were necessary to
detect translocation with Bionano technology. The refer-
ence genome of Arabidopsis thaliana Landsberg erecta
was the one published by Zapata et al. in 2016 (Ler, Gen-
bank LUHQO0000000.1, [38]). The alignments were fil-
tered with delta-filter (options —1 -1 10,000 -i 0.95) and
visualized with the mummer-plot (options --fat --large
--layout —png) or DNAnexus (github commit 78e3317).
These MUMmer parameters [38] allowed conserving
exact matches larger than 50bp and alignments longer
than 10kb with a minimal identity of 95%. To check
assemblies completeness and fragmentation, they were
compared to each other based on the metrics (Number of
contigs, N50, cumulative genome sizes) and the genome
alignments to the references generated with MUMmer
viewed with the DN Anexus dot (https://dnanexus.github.
io/dot/).

To evaluate the completeness of our ONT data, map-
ping of the corrected ONT reads on the Col-0 TAIR10.1
reference genome were performed with Minimap2/2.15
aligner [55] with -a -x map-ont parameters. The Sam-
tools/1.6 depth tool with —a option [57] gave us the align-
ment depth at each Col-0 TAIR10.1 reference position.
The error sequencing rate was inferred from the iden-
tity rate percent obtained by aligning the Evry.Col-0 and
Evry.Ler-1 trimmed corrected ONT reads on the Col-0
TAIR10.1 and Ler reference genomes respectively.

Bionano optical map assembly
As it can be beneficial for assembly steps, molecules sub-
sampling was conducted when flowcells yielded more
than 90 Gb and 600X of data. This adapted selection of
molecules was made on each run with the Bionano RefA-
ligner tool in command line (version 1.3.8041.8044 with
—minlen 180 —randomize 1 —subset 1 nb_molec options)
or with Bionano Access (version Solve3.3 with Filter Mol-
ecule Object utility) (Additional file 1: Tables 56 and S7).
Maps were then constructed with the tool Gemer-
ate de novo Assembly of the Bionano Solve™ (Bionano
Genomics, version 3.3) using the options recommended
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by Bionano (With pre-assembly, Non haplotype with-
out extend and split) and a 0.115 Gb genome size. The
pre-assembly step calculates noise parameters that opti-
mize the quality of the assembly (less and larger maps).
When a reference FASTA file is added, noise parameters
are calculated in aligning the molecules to the reference.
Otherwise, the noise parameters are estimated thanks to
a first rough assembly of the molecules. For Col-0 and
Ler-1 ecotypes, three maps were obtained, one with-
out reference, one with the Col-0 TAIR10.1 reference
genome and one with the Ler reference genome (Addi-
tional file 1: Tables 58 and S9). In our study, the metrics
of these assemblies are very similar. This stability reflects
that noise parameters estimated either with references
fasta sequences or our data, were comparable. This is a
guaranty of the quality of Bionano data and assemblies.

ONT variation detection

Structural variations were obtained with MUMmer's
show-diff utility on the filtered alignments of SMART-
denovo assemblies against the reference genomes Col-0
TAIR10.1 and Ler. One DIFF file per comparison was
obtained. Six SV types (Gap, Duplication, Break, Jump,
Inversion, Sequence) were described in the Additional
file 2: Fig. 54.

Bionano variation detection

SVs detections were performed on the optical maps built
with the public reference and our SMARTdenovo ONT
assemblies using the tool Convert SMAP to VCF file.
VCF files were recovered, describing all the structural
variations between the optical maps and the considered
reference. The variations were classified into four types:
deletion, insertion, translocation and inversion. SVs
detection stringency is intrinsic, based on the number
of aligned molecules (at least nine by default) and the
number of labels across each variants breakpoint on the
genome map (at least two by default) (Bionano tutorial:
https://bionanogenomics.com/support-page/data-analy
sis-documentation/). The technology gave an interval
with uncertainty about breakpoint positions (CIPOS
and CIEND in VCF files). In this study, these values were
used to calculate the most extended positions for the Bio-
nano SVs and avoid the effect of label fuzz.

The low number of structural variations between Evry.
Col-0 optical maps and the Col-0 TAIRIO.1 reference
genome (as Evry.Ler-1 optical maps and Ler reference
genome) reflects the good collinearity between the maps
and the references (Additional file 1: Table S25). SVs gave
us an indication of the location of conflicts that could be
due to mis-assemblies or intra-ecotype variations. Inter-
ecotype detection allowed us to describe the variations
between Evry.Col-0 and Evry.Ler-1.
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Quality and length characteristics were used to better
describe and filter SVs. Bionano Solve associates a qual-
ity score to each INS and DEL based on sensitivity and
the fraction of alternative calls in mix assemblies that
were called in the alternative genome assembly [from
no quality {.) or poor (0) to confident guality (20)]. We
observed that this indicator follows the same trend as the
SVs size (Additional file 1: Tables 11 and $16). Moreo-
ver, size range values where SVs abundances are very dif-
ferent between both technologies at the extremes: the
smallest (<1kb), where ONT technology detected much
more SVs and the highest (>5kb) where Bionano tech-
nology detected proportionally more SVs. In our com-
parison analysis, to remove poor quality Bionano SVs,
ONT sequencing errors and high sensitivity, a filter on
query SV size (> 1 kp) was applied. Confidence scores for
translocation and inversion breakpoints were computed
as p-values, giving true confidence (in Mahalanobis dis-
tance) to pesitive calls. The recommended cutofis are 0.1
and 0.01 for translocation and inversion breakpoints calls
respectively and were used to eliminate uncertain inver-
sion on Chr2.

5V description

Custom-made R and Perl scripts were used to edit
other tools outputs, describe ONT and Bionano SVs
(types, size), locate SVs along the chromosomes and
filter them. For ONT technology, SVs identified as
assembliesdiscordances were quickly described and dis-
carded before comparison. Those included sequences
(SEQ), breaks (BRK) and jumps (JMP) ONT SV because
they correspond to assembly or reference artifacts.
Finally, size filters (more than 1kb) were applied to take
into account ONT high sequencing error rate, and low
quality Bionano SVs. For Bionano SVs the largest absolute
positions of the SV were conserved, taking into account
the uncertainty around breakpoints due to the distance
between two labels.

5V comparison

The ONT and Bionano SV medians sizes compari-
son was dealed with the ggpubr R package (http://
www.sthda.com/english/wiki/unpaired-two-sampl
es-wilcoxon-test-in-r). The boxplots were drawn with
goboxplot tool (my_data, x="Technology’, y="size’,
fill =“Technology”, palette =c("darkgoldenrodl’, “dar-
korchid”), notch=TRUE, ylab = “Size in base (logl0)’
xlab=FALSE, ylim=c(0,7), add="median", add.par-
ams=list (size=0.5,color ="“red”)) and the Wilcoxon
statistical test (H0=median of ONT SV size is less
than Bionano one) performed with stat compare_
means tool (method ="wilcox.test”, methods.args = list
(alternative = "less"), label.y = 6). The test is considered
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as statistical when the p-value is less than the selected
threshold. We chose here the standard one of 5%.

Comparison of SV obtained with both ONT and Bio-
nano technologies were based on the overlap of their
absolute positions.

ONT SV and Bionano SVs files were used after con-
version to BED format to identify overlapping regions
with BEDtools (version 2.27.1, github commit cd82ed5,
“bedtools intersect -wa -wb -a INPUT1.bed -b
INPUT2.bed -loj > OUTPUT.bed"). Raw comparisons
were then compared, compiled and formatted in one
final output file using custom-made R scripts. For each
SVs location, this file contained descriptors (SVs size,
type, quality) for both technologies, information on the
type of conflict and a 2 letter code. This code character-
ized the 5Vs location as follows: the first letter corre-
sponds to the ONT SV characterization, the second to
the Bionano SV. M (“Multiple”) means more than one
SV locations, U ("Unique”) one SV location, N (“No")
no SV location. For example, the code “MU” means that
this location harbored multiple ONT SV corresponding
to a unique Bionano location. No UM localization (cor-
responding to an ONT localization overlapping several
Bionano SV localizations) was detected in our study.
The landscapes and SVs occurrences visualization was
performed with Circos/0.69.9 tool (perl/5.16.3 [70]).

5V and annotation

SVs overlapping a gene and/or TE were identified
with the bedtools intersect by comparing their abso-
lute positions to A. thaliana Col-0 annotations (July
11th 2019 release, TAIR10_GFF3_genes_transposons.
gff). Lists of genes impacted by SV for both technolo-
gies were extracted and a GO-term enrichment analysis
performed using Fisher's Exact test with a Bonferroni
correction in PANTHER (released 20,200,407 with
GO Ontology database DOI: https://doi.org/10.5281/
zenodo.3873405 Released 2020-06-01, [62], http://go.
pantherdb.org/). Significance was evaluated based on a
P-value =10-5 and an FDR value =0.01 [71].
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The microorganisms living on plasfics called “plastisphers™ have boen classically
describad as very abundant, highly diversa, and wery spacific when compared to the
surrounding environments, but thair potantial abiity to biodegrade vanous plastic types
im natural conditions have been poory investigated. Here, we folow the successive
phases of bicfilm development and maturation after long-tarm immersion in scawsator
{7 months) on conventional [fossil-based palyethylens (FE) and polystyrena (F2)] and
bicdagradable plasiics [bicbased polyiactic acid (PLA) and polyfydroxybutyrate-co-
hydroxywalerate (PHEV), or fossil-based polycaprolactone (PCL)], as well as on artificialy
aged or non-aged PE without or with procxidant additives [oxcbiodagradable (0RO
First, we confirned that the classical primo-colonization and growth phases of the
bicfilms that occumad during the first 10 days of immersion in seawater were more
of bess independent of the plastic type. After only 1 month, we found congruent signs
of biodegradation for some bio-based and ako fossil-based materiak. A continuous
growih of the biofilm during the 7 monthes of cbsenation (measured by epiflucrescence
microscopy and fiow cytomelny) was found on PHEV, PCL, and artificialy aged
OX0, fogether with a continuous increase in intracelular (PH-leudine incorporation)
and exiracellular activities (ipase, aminopepiidase, and p-glucosidasa) as well as
subsaquent changas in bioflm diversity that became specific to each polymer type
(185 AMNA metabarcoding). Mo sign of bicdegradation was visible for PE, PS, and
PLA undiar our expermental conditions. We aleo provide a list of oparational taxonomic
units (OTUs) potentially imeolved in the bicdegradation of these polymers wnder natural
seawater condiions, such as Pssudohongialla sp. and Marnobacfer sp. on PCL,
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Marinicaliz faorafs and Celribactar sp. on PHEV, or Myxococcalos on artificially aged
OXO. This study opens new routes for a deeper understanding of the polymers’
bicdagradability in seawatars, especially whan considaring an alternative to comeentional

fossd based plastics.

INTRODUCTION

The marine environment has become sinks for vast quantities
of anthropogenic debris, including mismanaged plastic waste,
estimated to 4.8-11.7 million metric tons entering the oceans
every year (Jambeck et al, 2015). Microplastis (< 5 mm)
represent more than %0% of the total counts of marine plastic
debris, mostly orginated from larger debris fragmentation by
a combination of physical, chemical, and biological processes
(Eriksen et al, 2014). Microplastics are generally composed
of polyethylene (PE). polypropylene (PP), and polystyrene
(P5), three conventional polyolefins highly refractory to
bindegradation because of their intrinsic features (Poulain et al,
1019). Issues related to marine plastic pollution are multifaceted
and cross-sectoral, leading to numerous environmental,
economic, and social impacts and thus calling for non-trivial
legislative and non-legislative strategies, with some that have
already been reported workdwide (Schnurr et al. 2018). Within
the frame of transition to blue economy, a wide range of
bindegradable plastics were developed as potential substitutes
to conventional plastics (Science Advice for Policy by European
Academies, 2020). Some are still petroleum-based, such as
polycaprolactone {PCL) or oxobicdegradable plastics (0XO)
made of PE with prooxidant additives stimulating abiotic
oxidation processes needed for its biodegradation (Yashchuk
et al, 20012; Eyheraguibel et al, 2017). Others are made
from renewable resources inchading biological materials or
agricultural resources (5o called “bip-based™), such as polylactic
acid (PLA) and polyhydroxybutyrate-co-hydrocyvalerate
[PHBY, a commercially available polyhydroxyalkanoate (FHA)]
{RameshKumar et al., 2020).

In the marine environment, the very diverse microbial
communities living on any kind of plastic debris has been
called “plastisphere” (Zettler et al, 2013). Microplastics offer
a new habitat characterized by higher abundance and distinct
communities as compared to the surrounding free-living or
organic particle-attached bacteria (Dussud et al, 20018a). The
colonization of new plastics rebeased at sea until the formation
of a mature biofilm has been described as a succession of several
phases (Wright et al, 2020). During the first hours in marine
waters, 2 “conditioning film”™ made of inorganic and organic
matter supports the initial colonization phase generally initiated
by Gammaprotenbacteria and Alphaproteobacteria regardless of
the polymer type and representing microorganisms with eficient
surface adhesion {Oberbeckmann et al., 2005 Dussod et al,
1018b). A second phase consists of the biofilm growth involving
a succession of rapidly growing bacteria such as Acidobacteria,
Actincbacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, and
Planctomycetes (Salta et al., 2013). The last phase that generally

appears after 15 to 30 days in seawater relates to a mature
biofilm and remains stable for several months (Kirstein et al.,
2018). The description of these colonization phases has been
done on several conventional plastic types, incduding on PE-
based plastic bags (Lobelle and Cunliffe, 2011; Harrison et al.,
2014}, polyethylene terephthalate (PET)-based plastic bottles
[Oberbeckmann et al, 2014}, polyvinyd chloride (PVC) (Dang
et al, 2008), PS5 coupons (Briand et al., 2012}, and in comparisons
between PE, PR, PET, and polycarbonate (PC) materials (Webb
et al, 2009; De Tender et al, 2017). Fewer studies have compared
conventional to biodegradable plastics {including PLA, PHEV,
and X)) in terms of community composition and dynamics
(Fich et al., 3015 Dussud et al, 20018a; Cheng et al, 2021), with
ditferent experimental conditions and microbial parameters that
made more challenging comparison between these studies.

In this study, we describe the colonization dynamics
of microplastics made of conventional (PE and P5) and
hindegradable polymers (PCL, PLA, and PHEV) in seawater. We
also tested the initial formulation of OXO that is recalcitrant to
bindegradation and diferent artificially aged OXO (AA-OX0)
that can be further biodegraded by oxidative mechanisms in
the environment. We hypothesized that mature biofilms from
biodegradable plastics differed from conventional materials, both
in terms of abundance, diversity, and activities. Such differences
should permit the description of potentially biodegrading
plastisphere members, which may differ according to the plastic
type. We present here an original and comprehensive comparison
of the bacterial cobonization potential on six plastic formulations
incubated in seawater by coupling heterotrophic production and
ectoenzyme measurements, in parallel to baclerial abundance
(epifluorescence microscopy and flow cytometry) and bacterial
diversity (165 rENA metabarcoding) during a long-term
colonization in seawater (7 months).

MATERIALS AND METHODS

Plastic Manufacturing Process

The first fiour polymer films were commercially available, made of
low-density PE {Borealis, ref. FAG124, Austria), PS (Goodfellow,
ref. 065-289-66, United States), PCL (CAPA 6800, Perstorp
Company, Sweden), and PLA (Goodfellow, ref. 247-618-87,
United States). The fifth flm was formed from dried PHEV
pellets (supplied by Tianan Biokegical Materials Co. Lid., under
the trade name ENMAT Y 1000F, China) by using compression
muolded in a CarverR hydraulic press at 180°C under a pressure
of 10 metric tons for 3 min. The sixth film was made of OX0 with
the same bow-density PE as described above, but additivated with
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D,'W formulation based on manganese and iron and extreded at
180°C using a laboratory scake Rondol linear 18 mm blown film
(provided by Symphony Environmental Ltd., United Kingdom).

We abso used two artificially aged ONO (AA-OXD) made
of the same OXO as described above but differing by the
exposure time to UV (according to ASTM D5208: UVA 340,
0.78 W m—* nm—') during 48 h for AA,OXO and during
144 h for AfAOX00 In both cases, UV aging was followed
by a thermal aging during 96 h at 70°C (ASTM D3510) to
increase the oxdation level The same protocol was used for
artificially aging of PE film by UV exposure for 144 h followed
by a thermal aging during 96 h at 70°C, called AA | ,PE film
hereafler. Artificial aging was stopped when reaching carbomyd
index of 12/ 100 for AAgOX0 and 3x/100 for AA L O0X0, where
x was the film thickness. Carbonyl index values were determined
a5 the ratic of the peak imtensity at 1,715 cm—! to the peak
intensity at 1,460 cm~! (Selke et al, 2015) by Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) analysis (Spectrum 100 equipped
with an ATE attenuated total reflectance, Perkin-Elmer). The
level of 1x/100 was previously demonstrated as a prerequisite
for biodegradability of OX0, according to the French agreement
Association Francaise de WORmalization (AFNOR AC t51-808,
2012). Mo sign of oxidation was observed for the AA4PE film
by FTIR, which served as a control in our experiment.

The film's thicknesses were 200 pm for P5 PHEY, PCL,
and PLA and 100 pm for PE, AA44PE, OX0O, AAOXO, and
AA g OX0. Each of the nine films was cut into 100 circular pieces
of @ mm diameter with a puncher machine. Polymer pieces were
sterilized with 70% ethanol and rinsed three times with sterile
seawalter (S5W) before incubation in natural seawater.

Incubation Under Natural Seawater

Conditions During 7 Months

Each material type was incubated in aquariums with direct
circulation to the sea. as previously described (Dhussud et al,
101 8a). Briefly, we used 10 identical aquariums consisting of trays
of 1.8 L capacity (Sodispan, Spain) continually renewed with
20 pm pre-filtered seawater (Leroy Metlin, France) by individual
water delivery valves and overflow ports setting a flow rate of
0.1 L min—". Seawater was pumped at 3} m from the coast and
4 m depth in the Banyuls bay, close to the S0LA observatory
station (NW Mediterranean Sea, France). During the experiment,
seawaler temperature in the agquariums and in the Banyuls bay
was between 12.5 and 19.5°C and salinity remained stable at 38.5.
Incubations in aguariums were processed in the dark to avoid
UW-related degradation of the polymers and algal development.
(e aquariem was used as control and contained only arculating
seawater. The nine other aquariums contained the pieces of each
film (PE. AA4PE. OXO, AAOKD, AA,OX0, PS PHBY,
PCL, and PLA). Plastic pieces of each material type were sampled
after 3, 10, 31, 74, 116, and 206 days, tegether with seawater from
the controd aquarinm.

Epifluorescence Microscopy
Omne piece of each polymer was rinsed at each sampling
time with sterilized seawater and fixed for 1 h at 4°C with

1% (viv) ghutaraldehyde (final comcentration) before freezing.
Epifluorescence microscopy observations were done using an
Olympus AXTD PROVIS after 4'.6-diamidino-2-phenylindole
(DAPT) staining according to Porter and Feig (1980). Pictures
were taken on 10 fiekds of each polymer type and cell counting
was done with the software Microbe Counter.

Flow Cytometry

Three pieces of each polymer were rinsed at each sampling
time with sterile seawater before cell detachment, as previowsly
described (Dhuessud et al, 2018b). Briefly, cell detachment pre-
treatment was performed wsing 1 mM pyrophosphate (30 min
at room temperature in the dark) followed by a sonication step
(3 = 55, 40 kHz, 30% amplitude, sterilized probe Branson SLPe).
Cells were fived for 1 h at 4°C with 1% (vwv) glitaraldehyde
(final conmcentration) before freezing In parallel, 3 = 1 ml of
seawater from the control aguarium were also fixed using the
same procedure. A 500 Ll subsample was mixed with the nucleic
acid dye SYBR Green I (final concentration 0.05% w/v, Sigma
Aldrich) at room temperature for 15 min in the dark. Cell
counts were performed with a FACSCanto [ flow cytometer (BD
Rioscience, 5an Jose, CA) equipped with a blue laser (488 nm, air-
cooled, 20 mW solid state), as previously described (Mével et al.,
1008). Cell counts were expressed as number of cells mm—2 for
polymers and as number of cells ml—! for seawater.

Heterotrophic Bacterial Production

Racterial production (BP) was measured for each polymer type
and at each sampling time by H-leucine incorporation into
proteins, as previously described (Dussud et al., 2018b). Briefly,
*H-leucine (specific activity 112 Ci mmacl—!, Perkin Elmer) was
added at 1 nM final concentration {completed with cold leucine
to 150 nM) for polymer samples and 4.3 nM (completed with
cold leucine to 42.8 nM) for 3 pm filkered seawater from the
control aguarium Triplicate samples were incubated in the dark
at in situ temperature for 3 h. The polymers were rinsed with
5% TCA and 70% ethanol and then resuspended in 1.0 ml of
a liguid scintillation cocktail (Ultima Gold). Radioactivity was
determinad in a Beckman Scintillation Counter (L5 50CE)
and data amalyzed with the Microwin 2000 software. We
used the empirical conversion factor of 155 ng C pmol—' of
incorporated leucine to caloulate BP (Simon and Azam, 1989).
Values were given in ng C mm—2 h—! for plastics and in ng C
ml—" h~! for seawater.

Extracellular Enzymatic Activities

Three extracellular enzymatic activities were analyzed for amino
peplidase, fi-glucosidase, and lipase. Triplicates of 174 of plastic
piece of each material type were placed in a 96-well plate
with fluorogenic model substrates that were L-leucine-Tamido-
4-methyl coumarin (Leu-MCA, 10 mM final, Sigma Aldrich) for
amino peptidase, 4-methylumbelliferyl-f-D-glecnsade at 20 mM
for B-glucosidase (MUF-B-Glc, 20 mM final, Sigma Aldrich),
and 4-methylumbeliferyl-oleate for lipase (MUE-Oleate, 20 mM
final, Sigma Aldrich). These saturated concentrations for
amino peptidase, f-glucosidase and lipase and optimized time
incubations were determined prior to the extracellular enzymatic
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activity measurement (data not shown). After 4 h (for seawater)
or & h {for plastics) of incubation, 5 pul of a stop solution
(505 10%) was added in all wells. Fluorescence was quantified
using VICTOR3S spectrofluorometer (PerkinElmer) at a 380 nm
wavelength for MCA and 364 nm for MUF substrates. A control
was done in triplicate for each activity and each plastic type by
adding the stop solution at the beginning of incubation. The
speciroflunrometer was calibrated with MCA and MUF standard
solutions diluted in sterile seawater. Values were given in nmol
mm— h~! for polymers and in nmol ml—" h—! for seawater.

DMA Extraction, PCR Amplification, and
Sequencing

Plastic pieces were sampled for all plastic types and at each
sampling time with sterilized forceps and stored at —80°C undtil
analysis. In parallel, 1 L seawater was sampled on the same
day in the control aquarium, successively filtered onto 3-pm
and 0.2-pm pore size polycarbonate filters (47 mm diameter,
Nucleopore), and fikers were stored at —B0°C until analysis.
DNA extraction was performed on polymers or seawater at all
sampling time, using a classical phenol-chloroform method for
seawaler samples, modified for the plastic samples as previously
described (Dussud et al. 2018b). Briefly, the medification
comsisted im a sonication pretreatment (3 = 5 5 with 3%
amplitude, sterilized probe Branson SLPe) in order to increase
the detachment of biofilm forming bacteria. The molecular
size and purity of the DNA extracts were analyzed by agarose
gel electrophoresis (1%) and the DNA was quantified by
specirophotometry (GeneQuant 11, Pharmacia Biotech). Primers
for Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification of the 165
V3-¥5 region were S15F-Y and 926R, well-suited for marine
samples according to Parada et al (2016) with Nlumina-specific
primers and barcodes. Sequencing was performed on [lumina
MiSeq by Genoscope (Evry, France). Raw FASTA files were
deposited at EBI under the accession number PRIEB3IF661.
Sequence analysis was conducted using the FROGs pipeline
(Escudié et al, 2017) supported on the Galaxy instance of
Toulouse Midi-Pyrenees bioinformatics platform. The pre-
process ool was used to merge the paired-ends raw reads
using Flash (Magoé and Salzberg, 2011) and quality fitering
and primers trimming with cutadapt (Mariin, 2011). Sequence
clustering was performed with the Swarm algorithm (Mahé et al,
1014). Chimeras were detected with the VSEARCH algorithm,
by de nove UCHIME method (Edgar et al., 2011; Rognes et al,
1016) and were removed. Chisters were assigned with the Silva
128 165 rRNA database (CQuast et al, 3012) and clusters that
did not belong to Bacteria kingdom were removed as well as
chloroplast and mitochondnal sequences. The dusters that had
a reads number abundance lower than OU05% of all reads were
removed, according to Bokulich et al (2013). The number of
sequences per sample was normalized by rarefaction (n = 17,865).
Finally, a table with 66 samples and 1,517 clusters was obtained.

Statistical Analysis
Faor each sample, we calculated Chaol species richness estimator,
Simpson and Shannon diversity indexes. and Pielou'’s evenness

TABLE 1 | OTUs richress (Obsened) and divensty indeases [Chaot, Pialou,
Sharmion and Simpson) of frea-ing (F), organio parida-attached bactars () and
Imofime of diflarent pleste types PE, A PE, DN, 880000, Sy 0D, PS,
PHEYN, PCL, PLA) accomding fo immarsion time in seewator 3, 10, 31, 74,

116 and 206 derys).

Sample typo Day Obsorved Chaol £ 50 Fisdou Shannon  Simpson

F 3 a4a% GGE + 27 0T 411 i)
10 535 TAR 40 0BG 4140 .04
k1] ] T340 0T A.40 0L56
T4 ] o238 OGS 407 .04
16 arg GAG 40 OUER o.60 Do
] 2385 3 27 053 2.08 OLED

A a 810 MO +PE 074 4.06 008
10 a0 1001 +21 080 BAT 0.58
E a1 DEZF £ 10 0BG Y] ]
T4 ) W19 080 GAG L]
16 Taa BTR 10 081 B.AD il ]
o] 453 T EE OUEE 442 0.06

P 3 220 wEE+3 0sl 278 0L50
10 404 B+ 088 248 0u50
k1] 238 MM EZ3 OER 5B L]
T4 38 BT+ ET  OUE3 448 053
16 4132 ARG 0 0S4 a.73 D.E8
] erd BF1+3 078 %] ]

M PE a 286 WELE  O5E 316 oo
10 433 GG 32 OUSG LY 0L56
k1] ;) 1000+ 24 080 B.44 il ]
T4 aE] oEY 22 OTR AET 0.06
16 5 BB 15 OTS 483 0.o8
o] fali] BE4 30 OTH 4.00 008

2 0] a 240 44 30 O 2.96 D.BD
10 a7a o728 O 4.40 008
E a2 000 37 US4 4.28 0.06
T4 11 6O +F1 OTE 4.64 0ug7
16 550 OO 12 OTT 4.B8 008
fuo ] 563 TREOE3R  O8T 3.60 oug

L <] 182 26 O 060 D.EG
10 ars ABG PG OUER 370 .04
k1] 420 B30+ 26 OER 317 D.BE
T4 501 oOd 85 0D 4.30 0.06
16 528 (o B I ] A.50 0uG7
o] B3 TP OTR 4,05 0ug7

A D a 183 oE4 26 OUSD 2.6 D.EZ
10 519 GOG 30 05D ] .54
E |12 S R ] 404 0ug7
T4 519 BEd 31 OT1 443 0L06
16 488 T T -] 423 0.06
o] anz BET £E1  OUS1 B.EG L]

Ps <] 503 CEZ 35 O3 8.33 0u50
10 488 AT £3F  OST L.EG ]
ke 1 o T 26 O .06 0u52
T4 2] BOE +35  OUSG o.08 D.E8
16 ] 0018 080 6.38 L]
o] 830 030+ 55 OES B.74 0.0

PHEY a 260 AR P00 043 2.30 k]
10 388 B 37 0T .08 0L06
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TABLE 1 | iContruad)

Sample type Day Observed Chaol £se Piglow Shannon Simpson

21 T 4Ti=a8 S5 319 oaz
T4 i) B35 £ AL o.ra 451 aa7
e B3 BET £ 20 L] 4:30 a7
206 343 430+ 26 iLin] 4500 096
PCL 2 4TE 53 £ 3 s a2 LaE:
i 271 AN £ AT D54 3104 o
iy e B3+ 23 D64 424 094
T4 36T 400 £ 37 Ous8 a.44 a2
e 3D 611234 053 a.12 a7
206 18 248 £ 20 033 167 067
PlA 2 223 T £ 20 AT 2,53 0.88
in BEE b+ 20 0.ra 452 aar
iy T =1 UGS 4 0.a4
4 T3 [==hE O.7G 511 Lk
e Bl a4 £ 74 .84 5,62 ak ]
206 TEE 908 £ 20 L] 5.02 024

using the Phyloseq package (McMurdie and Holmes, 2013) of
R software suite (Table 1). The non-parametric estimator of
Chanl was calculated as follows: § = S, + a2/2b * (N — 1)/N,
where S5, is the number of OTUs observed in the sample,
N is the number of sequences per sample, a is the number
of OTUs detected only once, and b is the number of OTUs
detected only twice (Chiu et al.. 2014). Simpson diversity index
was computed as D = 1 — Z[N*(N; — 1)/N*(N — 1}]. where N,
is the abundance of the i OTU in the sample (Simpson, 1949),
Shannon index was calculated as H = - E[p*logip,)]. where p,
is the proportion of the i oTU (Shannon and Weaver, 1949)
and Pielou's evenness index was B = Hilog: S5 (Fielou, 1966)
Diifferences with incubation time and between bindegradable
and non-biodegradable plastics in richness and diversity indexes
were tested wsing an ANOVA test (for normally distributed
data, determined by a Shapiro test) or a Kmuskal-Wallis test
with B software.

Unweighted-pair group method with arithmetic mean
(UPGMA) dendrogram based on Bray-Curtis dissimilarities was
used for visualization of beta-diversity. A series of dissimilarity
profile permutation tests (SIMPROFE, PRIMER 6) was performed
under a simple null hypothesis of no meaningful strocture within
a sub-cluster. Sigmificant bramches (SIMPROF, p < 0.5, in
black in Figare 4) were used to define sample dusters. Ome-way
analysis of similarity was performed on the same distance matrix
(ANOSIM, PRIMER &) to test the significant difference and
to partition the variance of the beta-diversity matrix between
days of incubation and between polymer types and seawater.
Similarity Percentage analysis (SIMPER) was performed to
identify the contribution of each operational taxonomic wnit
(OTU), using PRIMER & A first comparison between PE
and AAuPE revealed no specific species contribution of the
plastisphere of one polymer to the other. The analyses then
focused on the contributions of PE compared to other polymers
(PHBY, PCL, OX0O, AAmOX0, AA4OX0, AAuPE, PS, and
PLA) at final time (D206). A threshold at 50% was applied to

identify the most relevant species. For each OTU identified, in
order to improve the affiliation attributed by Silva 128 165 rRNA
database, the sequence was blasted to the NCRI databases 165
ribosomal ENA from bacteria and archaea”™ and “ni.” In some
cases and depending on the identity percentage of the matches,
a new affiliation has been proposed (Table ). The data and
graphical representations were performed using R statistical
software version 3.5.0 (R Core Team, 2018).

RESULTS

Visual Changes of the Materials

After 3 days of immersion in seawater, we observed that the
translucent PHBY fragment whitened and that A 0X0 was
very breakable, whereas the other plastic pieces showed no visual
changes (Figare 1). The only change afier 206 days in seawater
was observed for PCL pieces, which showed a fivefold reduction
in size compared to day 3.

Epifluorescence Microscopy and Flow
Cytometry

Epifluorescence microscopy showed the successive steps of
colonization and maturation of the biofilm during 206 days in
seawater (Figure 2). No or very few cells were detected on plastics
after their sterilization and before their immersion in seawafer.
The presence of a mature biofilm together with extracellular
polymenc substances was visible in all plastic types at the end of
the experiment, but biofilms presented higher thickness for PCL
and A OXO compared to the other plastics. Counting was
not possible for PHEV because of autoflworescence background
signal of the polymer.

It is moteworthy that mo or wery few cells were counted by
flow cytometry after the sterilization of the plastic films and
before their immersion in seawater, as found by epifluorescence
microscopy. Flow cytometry confirmed the succession of phases
during the colonization of the plastics (Figare 3A). The primo-
colonization was characterized by a relatively high number of
cell counts at day 3 (mean = 16 = 104, 5D = L1 = 10* ceélks
mm—3, 1 = 9) that decreased at day 10 (mean = 46 = 10°,
8D = 1.1 = 10° cells mm—2, n = ¥}, whatever the polymer type.
Interestingly, a dear difference was found between PE and OX0O
(mean = 4.7 = 107, 8D = 5.6 = 10? cells mm—Z, m = 9) and the
same polymer but artificially aged (one order of magnitude higher
fior Ad gy PE, AfpOX0, and Ad ) g OX0).

A growing phase was found from day 10 to day 31 in all
plastic films, followed by a stabilization phase of the biofilm
that became mature and remains from day 31 to
day 206 for PE. AAPE, OXO, AAOX0, P5 and PLA
Exceptions were found for PCL, PHBV, and AA;gOXO that
showed a continuous growth of biofilm untl the end of the
experiment (up to 2.0 = 104 cells mm—? after 116 days for PHRV,
PCL, and AA0X0). From 116 days in seawater, significant
differences were found between cell counts on PHEV, PCL, and
Al OXO compared to other plastics (f-test, p-value < 0.05).
The cell detachment treatment was less efficient after 116 days
for FHBV, PCL, and AA540X0, since we observed much lower
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TABLE 2 || Taxaromy, roinfve shundarce ira.) and coniribution 6] dotals st of tha 41 OTUs idontficd by SMPER analysis, up 1o 30% of oumuistive dissimilanity
Estwian PE and tha othor 8 plastics metorisls B0l PE, D00, Auan 00, A8, 20000, PS5, PHEV, PCL PLA) abar 206 deys of immarsion in seowator.

AluPE oxo A 0XD Al 0D Ps PHEV PCL PLA
OTU taxonomy ra. ob ra =] Ea -] A ch [N ob ra ob ra. oh ra. ob
Marisnolis ool o o o 1] o o o o7 0 1] az a a a a
Dooancepiilaos an  1s v o oo O oo 0 o8 o o a a a o.ar a
Dooanceniildon 45 385 020 0O oo& O 0 omMF 0 oig o o a a a 0:245 a
Praciahongaln sp. o a a [u] a a a a o a a B2 26 30 a
Polycyclovorans sp. e a4 &7 1] T o omEER 0 043 o o [ I T~ 57 a
Thioprofundsocaa 044 o oz o oo o [ L] o 11 18 042 a a a 0,68 a
Chromatacas oot 00 DO0eE 0 o o 0O oEM 0 o o 008 a ar 28
Chomataks 1.2 o o013 1] o o o o o o a a a a a
Spongibackr sp. oz o (k=] o 1] o oo 0O om0 o o ag/@  a a5 a
Cahibrionacoas o o o o0 om0 o 12 6E 000 O o a 12 a .14 a
Aroricolacons oot a a [u] LS a E3 O QoEs 0 a a a a fa T} g a
Aeonicelaconc an BE O8S o 13 o 13 o 15 0O QuMs a a 0:20 a
Proucinsfioramanas sp. o o o 1] o o o 28 j-3-] o a a a a a
Marnobacior sn. o o o o o o o o o o a 19 o4 084 a
Gammagroisobactonia 18 13 14 a9 1] 2E 0T 0 iR 1] o o a a a 0.7 a
Cammaproinobactonia oz a s 5] [u] ooes a 80 F1] orr o 28 a a a 034 a
Gammagroisobactania anr a4 19 o ooE o oz o o4z o o a a a  am7F  a
Cammagroinobhactonia o o o 1] o O oooss o0 o o ar 52 0008 Q a a
Cammagroinobhactonia o 00 o 0 oo O OoosE 0O 23 18 o a a a 0:24 a
Mymoooociios o o o 1] R[] o 10 BT 0on o o a a a a a
Do diovibvio so. o a a [u] a a a a o a a a a aa 25
Neroepia sp. osr 0 o7 0 omE O 2 oOmEE 0 19 14 o a a a 0,63 a
Colorfuacior sn. o o o 1] o o o o o a4 18 a a a a
Mariita 5o, o o 15 1 a4 26 OMF 0 0 OOE 0 o a a o o a
Rhodobhactcranasn o 0 oos1 0 ul: 2] 0O OO0 0 2 oovE 0 o a a a .16 a
Rhodobactoranasa ooen 00 Oods 0 22 O oo o0 oo o a9 48 038 a 1.4 a
Rhodobacieranass oo o oon 0 0oEE O 92o0EE o0 o o a4 23 a a .13 a
Hyphomoradaoona 14 o o 1] R[] o o ooveE o o a a a 48 a3
Hyphomoradaossa o o oo 1] az 24 OOOSE O oo 0O 0O a a o 00086 Q
Rhodobaciorcs oMy o 16 3] A7 OO0 O 2oOO0M 0 o a a o oo a
Rhincbizke o o o o TE [ o o o o a a o oo} a
Solonomonadalos o o o 1] o o o o o o a a a AT a8
Clesiridisios o a a [u] a a a a o a a a a 48 aa
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Cryomomhacesa o 0 00/ 0 o080 0 o o o o a a a 44 ar
Anidohaciona an o [o1=] 1] ¥ O oS 0 ko] o .41 a a o oo a
Flawobaci oo o o o o o o o o o o a 10 50 00056 2O

cell counts by flow cytometry while epifluorescence microscopy
confirmed the presence of abundant biofilms after 206 days.
Control seawater cell counis remained stable during the entire
experiment (mean = 2.3 + 1.4 = 10° cells ml—*).

Bacterial Activities

Bacterial Haterotrophic Production

A dear  distinction  between  biodegradable  and
non-bindegradable plastics was observed by cell incorporation

of radiolabeled *H-leucine (Figare 3B). The primo-colonizers
on PE, AA 4, PE, OX0, P5, and PLA showed high heterotrophic
activities during the first 3 days of immerion (between
394 = 10-? ng Cmm—? h~' and 1.00 = 10~ ng Cmm~—2 ")
folkowed by a dramatic and continuous decrease until the end
of the experiment (between 387 = 107 and 177 = 10-2
ng C mm-? h-! at day 206). AAEOX0 exhibited the same
dynamics with a dight delay in time, with high activities
until day 10, followed by a sharp decrease. The three other
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materials (PCL, PHBV, and AA,,0XO) also presented high
heterotrophic activities at the primo-colonization phase (day
3), but differed from the other plastics since their activities
remained high and relatively stable until the end of the 206 days
of seawater immersion. Maximum activities were found for PCL
(245 x 10~ ng Cmm~?h~"), followed by PHBV (1.34 x 10~
ngCmm-2h-')and AA;,OXO (8.69 x 10~ 2 ngCmm~*h-!).
Bacterial heterotrophic production remained stable during the
entire experiment in control seawater (mean = 67.6 + 422 ng C
L-*h-*).

Extracellular Enzymatic Activities

Similar trends were found when observing the extracellular
aminopeptidase,  P-glucosidase, and lipase  activities
(Figares 3C-E, respectively). The general trend found
for bacterial heterotrophic production (see  Section
3.3.1) of a high activity of the primo-colonizers (day 3;

mean = 95 x 107 £+ 33 x 10 pmol mm~? h',
mean = 7.1 x 107 + 88 x 10-7 pmol mm-% h-!, and
mean = 38 x 107° £ 18 x 107° pmol mm~? h~! for
aminopeptidase, fi-glucosidase, and lipase, respectively) followed
by a drastic decrease and further stabilization until the end of the
experiment (206 days) was also found for extracellular activities.
It was particularly true for lipase activities on PE, AA;uPE,
0X0, AAEOXO, PS, and PLA biofilms. Aminopeptidase
activities (mean = 375 x 107% + 895 x 107° pmol
mm > h~' with n = 30 for all plastics) and g-glucosidase
(mean = 1.49 x 10-° % 449 x 10-% pmol mm~-? h-! with
n = 30 for all plastics) remained low for these plastics during
the entire experiment. Again, PCL, PHBV, and AA;4OXO
showed different trends when compared to other plastics.
The highest extracellular activities were found when the
biofilms became mature (after 31 days), with higher activities

always found on PCL (3.0 x 10-7 £ 12 x 103 pmol
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mm? h~', 39 x 107! £ 20 = 10~° pmol mm—? b,
and 14 = 104 £ 23 x 10-° pmol mm—? h-! for
aminopeplidase, f-glucosidase, and lipase,  respectively)
and PHEV (30 = 1007 £ 25 = 107 pmol mm—* b,
Ll = 104 %+ 36 = 10-° pmol mm-2 h-', and

I8 = 1075 % 26 = 100° pmol mm? b for
aminopeptidase, f-glocosidase, and lpase, respectively),
followed by AfOXO (98 = 107* £ L0 x 10 pmol
mm~* h~', 85 = 107° £ 95 x 10° pmol mm—* b7,
and 62 = 10-5 + 11 = 105 pmol mm-2 h-! for
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aminopeplidase, p-glucosidase, and lipase, respectively).
Onm  the other hand, extracellular enrymatic activities
remained stable during the entire experiment in control
seawater (1.1 = 10~ £ 86 = 10~ pmol L-1 h-L,
53 0= 1075 2 12 x 107 pmel L' h', and
19 = 10-% £ 35 = 10~* pmol L-! h—! for aminopeptidase,
f-glucosidase, and lipase, respectively)

Dynamics of Bacterial Diversity

Alpha- and Beta-Diversity

IMumina Miseq DMNA sequencing generated 9,054,841 paired
sequences for the 66 samples, failling into 1517 OTUs after
randomly resampling to 17,865 sequences per sample o provide
statistical robustness when comparing diversity among samples.

The evolution of the Alpha-diversity was assessed with Chaol,
Pielon, Shannon, and Simpson indexes (Table 1). Whatever
plastic types, all indexes increased significantly between the
primo-colonization (day 3) and the maturation phase of the
biofilm (day 31) (pairwise [-test, p < (05). Chaol species
richness estimator almost doubled for all plastics between the
primo-colenization and the maturation phase of the biofilm
(mean = 390, S0 = 135, 0w = 9 at day 3 and mean = 846,
5D = 184, n = 9 at day 31) (Table 1). This index remained
relatively stable until the end of the experiment for PE, AA | PE,
OX0, AdOX0, PE, and PLA biofilms, while after day 74 and
up to day 206, a decrease was observed on PCL, PHBY, and
Al PE biodegradable polymers (mean = 753, 50 = 147, n =13
at day 31 and mean = 411, 5D = 155, r = 3 at day 206). Shannon
diversity index showed similar trends, with the exception of the
decrease observed on the biodegradable polymers after day 74
and up to day 206, which was less on AAPE and PHEV
compared to PCL (Takde 1). Bacterial diversity found in seawater
on bath free-living and organic particke-attached fractions was
much less influenced by the temporal dynamics, where all Alpha-
diversity indexes remained relatively stable during the entire
course of the experiment (Shannon mean = 39, 8D =05 r=6
on free-living and mean = 5.2, 5D = 0.6, r = & on organic
particle-attached fractions).

Beta-diversity analysis showed strong dissimilarity (= 90%)
between the free-living bacterial communities in seawater
compared to plastic samples (Figare 4). Organic particle-
attached bacterial communities in seawater also formed a
separated cluster, with coser similarity with plastic samples, and
especially with the non-biodegradable polymers (see below). Both
free-living and organic particle-attached bacterial communities
remained stable during the course of the experiment, which
contrasted with the succession of distinct communities found
on plastics. First, bacterial communities of all plastic materials
clustered together during the primo-colonization phase (day
3). with little but significant changes observed on the hiofilm
growing phase (ANOSIM R = 06212, p = U001 between day
5 and day 10). Second, we found a clear distinction between
the mature biofilms (after 31 days) found on non-biodegradable
(PE, AAPE, OX0, AAOXD, PS5 and PLA) compared
o biodegradable polymers (PFHBY, PCL, and AdeO0X0)
{ANOSIM B = 0.287, p = 0.001). In particular, PCL and PHEV

clusters strongly differed from the mature biofilms on other
plastics, and A OX0 formed a distinct cluster together with
Ad g OXO especially afier 116 days of immersion in seawater.

Taxonomic Composition

Taxonomic analyses confirmed the specificity of the plastisphere
compared to seawater free-living bactema. the latter being
dominated by Alphaproteobacteria (40%, mainly SARIL
clade with 24.8%), followed by Flavobacteriia (18.5%) and
Gammaproteckacteria  (28%, mainly Oceanospirillaceas
with 79%) (Figure 4). Organic particle-attached bacterial
communities were also dominated by Gammaprotecbacteria
(349%, mainly Spongiibacter sp. 4.3%), followed by
Alphaproteobacteria  (16%), Flavobacteriia (15%, mainky
Luteibaculiem sp. 5.3%), and Planctomycetacia (5.6%).

‘Whatever the plastic type, primo-colonizers (day 3) together
with bacteria of the biofilm growing phases (day 10) belonged
to Alteromonadales (mean = 21% 5D = 1L m = 18),
Oceanospirillales (mean = 7% S0 = 14, w = 18, mainly
represented by Oieibacter sp. and Alcanivorax sp.), and
Cellvibrionales (mean = 10.0% S5I0 = 94, n = 18, mainky
represented by Aestumriicells sp.). Some exceptions were found
for PCL (exhibiting higher proportions of Qieiphilus sp.), PLA
(higher proportion of Neptuniibacter sp.), PS5, and AA, ,,0X0
(dominated by Spongiibacter sp.) (Figare 4).

The mature biofilms (after 31 days) differed between
material types. The non-hindegradable materials (PE. AA,,PE,
OXO0, AAOXO. and PS) together with PLA shared high
proportions of Gammaproteobacteria (mean = M £+ 11%),
Alphaprotechacteria (mean = 24 % 16%), Sphingobacteriia
(mean = 8.8 £ 6.2%), and Flavobacteriia (mean = 5.0 £ 5.6%).
Gammaproteobacteria dass s composed of Cellvibrionales
(mean = 13 £ %%), with Spongiibader sp. and Zhongsharia
sp. a5 main represenfatives as well as Xanthomonadales
(mean = 56 + 54%) with Polypdlovorans sp. PE and
Ad 4PE showed increasing proportions of Saprospiraceae
(up to 23%), Planctomycetes (up to 14%, mainky OMI%0
clade and Plamcfomyces sp.), and Arenicellaceae (up to 7%,
mainly Aremicells sp.) over time. The same tendency was
observed for OXO and AALOXO with Rhodobacteraceae (up
to 16%) and Flavobacteriaceae (up to 5%, mainly Gilvibacter
sp.).  Interestingly, AAOX0D was distinguished by large
proportions of Rhizobiales (5116 dade, up to 9.3%) and
Hyphomonadaceae (mainky Hirshia sp.. up to 36%). PS diversity
profiles displayed higher proportions of Saprospiraceas {up
to 19%, mainly Lewinella sp.) and Planciomycetaceae (up to
6.3%) at the end of the experiment. Likewise, PLA mature
biofilm was composed of Manctomycetaceae (up to 12%, mainky
Plandtompees sp. and Rhodopirelula sp.) and Flavobacteriales (up
to 7%, mainly Liteibaculum sp.) with increasing proportions over
the course of the experiment.

The diversity of mature biofilms was clearly distinct among
PHBY, PCL, and A&OXO, with higher proportions of
Alphaprotechacteria (mean = 36 %+ I4%) compared to the
non-hiodegradable ones, followed by Gammaprotecbacteria
(mean = 2% + 18%) and Flavobacteria (mean = 11 £+ B1%).
PHBY is composed of Flavobacteriaceae {up to 26%, mainky
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Maritimonas sp.), Cellvibrionaceae (up to 15%, mainly
Mariniceiln sp.) and Rhizobiales (up to 12%, OCS116 dade),
especially at the end of the incubation. PCL and AfgOXO
shared high proportions of Cellvibrionaceas (up to 23%)
and Oceanospirillaceae (up to 52%, mainly Pseudohongiele
sp.h, but also specificities among Flavobacteriaceae, mainly
Aquibacter sp. for PCL and Gilvibacter sp. for AAuOXO0.
PCL also comprised Hyphomonadaceae (up to 40%, mainly
Hirshin sp. and Hyphomonas sp.), whereas AA 4 0X0 showed
noticeable proportions of Myxococcales (up to 23%, mainly
Sandaracinacea family).

(Figure 5). Among non-bicdegradable polymers, comparison
between PE and AA 44PE biofilms incuded six specific OTUs
(Oceancspirillales, Polycyciovorans sp.  Arenicallacese, and
Saprospirales). These OTUs shared low relative shundance
and contribution, indicating a rather limited effect of artificial
aging on PE Limited specificities were also found on the

other non-biedegradable materialk when compared o
PE control. AAOXO bioflm exchibited five contrdbutive
OTUs, including two exclusive (affiliated to Bhizobiales and
Hyphomonadaceae) and three shared with OXO (affliated to
Rhodobacterales, Marivita sp.. and Gammaprotecbacteria).
PLA exhibited six specific OTUs contributing between 3.6
and 39% (Clostridiales, Selenomonadales, Cryomorphaceae,
Hyphomodadaceae, Chromatiaceae, and Desulfuvibrio sp. ). Note
that the most abundant taxon found on PLA (Polvoyclovorans
5p.. 5.7% in relative abundance) was not found as PLA-specific
taxa by SIMPER analysis. P8 hosted four specific OTUs
(Pseudoalteromonas, Thioprofundaceas, Gammaproteobacteria,
and Nitrospira sp.) but with low relative abundance (1.9
to 1.5%) and kow contribution to dissimilarity with the PE
control (1.4 to 2.2%).

Interestingly, the most distinct taxa were found among
the biodegradable polymers (PCL, PHEV, and AA;OXO).
PCL biofilm presented two highly abundant and contributive
OTUs affiliated with Pseudohongieila sp. and Marinobacter
sp. (52% and 19% in relative abundance, 26% and 9%
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contribution, respectively). A third PCL-specific OTU affiliated
with Flavobacteriaceae was identified (8% contribution and
16% relative abundance). PHEV biofilm highlighted six
specific OTUs with 1L8% to 52% of contribution, afiliated
with Cellvibrionaceae, Bactervidetes. Rhodobacteraceae, and
Flavobacteraceae as well as Marinicella litoraiis and Ceferibacter
sp. A OX0 biofilm exhibited four very abundant (ffom &
to 17%) and contributive (from 4.5 to 9.8%) OTUs, afiliated
with Flavobacteriaceae (also present on PHBY and AA&OX0),
Gammaprotenbacteria, Cellvibrionaceae, and Myxococcales.

DISCUSSION

Successive Phases of Biofilm Formation

on Plastics
Baoth epifluorescence microscopy and flow cytometry confirmed
the succession of primo-colonization, growth, and maturation
phases of the plastics biofilm, as it has been described earlier (see
review by Jacquin et al, 2019). Most of the previous studies were
based on experiments conducted over a several-week period,
mainly on comventional polymer types generally found in the
ocean (mostly PE, PET, PVC, and P5) and our study brings
new data on microbial colonization of biodegradable plastics
in seawaler.

Owur results showed a rapid bacterial colonization of more
than 5 = 10° cells mm~? on all material types, which
is consistent with wvalues found in studies focusing on

the primo-colonization of plastic biofilms (Lee et al, 200§,
Oberbeckmann et al, 2015). Interestingly, we found a significant
difference in cell counts on PE or OXO after only 3 days of
immersion in seawater as compared to same but artificially aged
polymen|one order of magnitude higher for A& PE AAOXO,
and AAO0X0). Such differences may be explained by the
change in surface properties accompanying the artificial aging by
UV and temperature (Attwood et al., 2006). Material properties
(crystallinity and crystal structure, hydrophobicity, roughness,
plass transition temperature, melting temperature, and modulus
of elasticity) indeed play a crucial role in the selection of bacterial
community in the early stage of colonization (Pompilio et al,
2008). We abso observed significantly higher cell counts on PS5,
PHBY, and PCL as compared to FLA or PE during the primo-
colonization phase, but complete characterization of surface
properties was not done in this study.

The growth phase of the biofilms was characterized by cell
count increase (visible by flow cytometry) together with the
production of extracellular matrix (visible by epifluorescence
microscopy) after 10 days of immersion in seawater. The
final expansion of the biofilm to maturty was visible from
day 31 to day 206 on the non-biodegradable polymers (PE,
AAuPE OX0, AAwOXD, and P5), as well as for PLA
Interestingly, the hiofilm maturity was not reached for the
bindegradable polymers (PCL, PHEV) and for the A&, ,OX0
that continue to increase even after 206 days of incubation
in seawater. Few other long-term studies (> & months)
have also shown limited differences in biofilm maturation on
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non-biodegradable polymers, e, PE, PR, PET, or polycarbonate
(PC) (Webb et al,, 2009; De Tender et al, 2017). Our results are
consistent with another study underining the continuous growth
of PHBV biofilms in seawater {Dussud et al. 20018b), albeit
limited to 45 days of immersion. Our results thus confirm this
trend on PHEV but for much longer period (206 days) and extend
this observation to PCL and A&, OX0. These results open
new questions on the final expansion of the biofilms growing
on biodegradasble polymers in seawater and call for long-term
incubation perind in controlled conditions.

Dynamics of Extra- and Intracellular
Bacterial Activities on Plastics

This study presents pioneer results of intra- and extracellular
activities of biofilms growing on various plastics. Extracellular
enzymes are necessary to hydrolyze polymers and organic
particles into small mobecules (<« &00 Da) that can cross the
bacterial cell membranes vig permeases for further intracellular
degradation (Azam and Malfatti, 2007). Activities of hydrobytic
enzymes such as protease, lipase, and glucosidase have already
been examined for various marine particles induding suspended
particulate matter, marine snow, and sinking partickes collected
by sediment traps (Severin et al, 2016 and references cited there
in), but not on plastic particles. So far, only one study evaluated
the intracellular bacterial heterotrophic production on plastics
(Dussud et al., 2018b). To the best of our knowledge, this is the
first study to merge extra- and intracellular activities. Overall, we
found that the measured extra- and intracellular activities gave
the same trends, with higher activities found on biodegradable
compared to non-biodegradable materials. This result underlines
the complementary role of extra- and intracellular enryme
activities 0 decompose and transform polymers and organic
malecules for further metabolxation.

The primo-colonizers (day 3) were particularly active
whatever the plastic types. as depicted by intracellular
heterotrophic activity and also by extracellular aminopeptidase
and lipase (not for b-glucosidase). Such activity peak may
certainly be due to the utilization of organic matter present in the
“conditioning film” that forms rapidly on hard surfaces placed in
seawaler [ Loeb and Weihof, 1975; Dobretscr, 20000,

Thereafier, clear distinction coudd be made for non-
bindegradable vs. biedegradable materials. Both inter- and
extracellular activities decreased to remained low values from day
3 and until the end of the experiment on all the conventional
materials (PE, AA,PE, OXO, and PS). Interestingly, a
significant and comsistent decrease was also observed on
PLA, a polymer known as bipdegradable under industrial
composting conditions or degradable in human body (Pillai and
Sharma, 2010), but not bicdegradable under marine conditions
(Karamanlioghu et al., 2017).

Intra- and extracellular activities (including b-glucosidase)
remained stable or even increase until 206 days of immersion in
seawater for the biodegradable polymers, with higher activities
found for PCL and PHBEV compared to A4, O0X0 This appears
comsistent based on the intrinsic features of PCL and PHEY

whose ester linkages will be degraded by hydrolytic enzrymes

such as lipases. The potential activity of plastic biodegradation
in seawater is determined by several standard tests based
on biomass and respirometric activity measurements (mainky
0y production) under laboratory conditions during 3 months
(ASTM De691-09), & months (ASTM D7473-12), or 24 months
(150 18830, 150 19679, ASTM D7F991-15). Other activity tests
can be considered as alternative methods, such as tests based
on ATP measurements (Fontanella et al, 2013) or bacterial
heterotrophic production (Jacquin et al, 2021). We are aware
that intra- and extracellular bacterial activities under natwral
conditions may be related to processes other than plastic
biodegradation (bindegradation of organic matter and cross-
feeding in the biofilm) {Pande et al., 2014}, but this study provides
aset of congruent resulis that, although not definitely compelling,
gives concrete hints for effective biodegradability in seawater
(Jacquin et al, 2021).

Microbial Community Dynamics in
Seawater and for Biodegradable and

Mon-biodegradable Plastics

IMumina MiSeq sequencing provided a set of complementary
information to better understand the dymamics of bacterial
abundance and activities on plastic described above, including
(1) a clear distinction between communities living on plastics
and the surrounding seawater, (i) contrasted communities on
biodegradable and non-bicdegradable materials after 7 months
of immersion in seawater, which allowed to (iii) describe new
potential candidates for the biodegradation of PCL, PHEY, and
artificially aged OX 0 in natural seawater.

First, cluster analysis showed significant distinction between
bacterial communities living on plastics when compared
to the free-living and organic particle-attached fractions.
Such observation is now a common feature observed in
the oceans worldwide (Wright et al. 2021) that reinforce
the originality of the “plastisphere” compared to other
microorganisms living in the surrounding seawater. In our
siudy, we noticed that organic particle-attached communities
formend a separate group that was more similar to the plastisphere
compared to the free-living fraction, as already mentioned
on PET drinking bottles and glass substrates in seawaters
(Oberbeckmann et al, 2016). These authors suggested that
the similarity between organic particle-associated and plastic
biofilms may be explained by the presence of non-specific
surface-colonizing microbes that represent another part of the
diversity around the core plastisphere microbiome. Indeed,
surface attachment capabilities of microorganisms can be
triggered by organelles (eg. Aagella, pili) (Rogers et al., 20200,
hydrophobicity of the outer membrane (e.g.. modifications of the
lipopolysaccharidic composition of some bacteria allowing better
interactions with hydrophobic substances) (Krasowska and
Sigler, 2014), or synthesis of surfactants (e.g., higher ahility of
Lysinibacillus fiesiformis to degrade polyethylene in the presence
of binsurfaciants) (Mukheee et al, 20016). We ako found
clear dissimilarities between the bacterial communities in the
free-living fraction {(dominated by Alphaprotecbacteria, mainky
SARIL) and the organic particle-attached fraction (dominated
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by (Gammaprotenbacteria). which is also a common pattern in
seawaters (Li et al,, 2021). Both free-living and organic particle-
attached communities remained relatively stable during the
entire course of the experiment, with classical values found in the
Mediterranean seawaters in terms of abundance, heterotrophic
bacterial production, and extracellular activities (Severin et al,
2016). These results validated our capability to maintain realistic
conditions for up to 206 days in an experimental setup renewed
with natural seawater every 30 min.

Second. we observed a succession of communities with clear
dissimilarities between bindegradable and non-biodegradable
materials after 7 months of immersion in seawater. Such
dissimilarities were not found during the primo-colonization
(day 3) and the growth of the bioflm (day 10} that showed
distinct but close communities whatever the plastic type. Primo-
colonizers {day 3) together with bacteria on the growth phase of
the biofilm (day 10) belonged to Gammaprotecbacteria (mainly
Alteromonadaceae, Oceamospirillacese, and Alcanivoracaceae),
which is in accordance with previous studies {Dussud et al,
2018a; Cheng et al. 2021). Under owr conditions, significant
dissimilarities were observed after 31 days, which comresponds to
the maturity of biofilms for non-biodegradable materials on the
one hand, and to the continwous growth with high extra- and
intracellular activities for biodegradable materials on the other
hand. After 31 to 74 days of immersion in seawater, biofilms
on PCL and PHBY strongly differed from the mature biofilms
of other plastics. AA,0OXO also formed a distinct duster after
116 days. This is the first time such comparison has been reported
for long-term studies, as the only one study comparing bacterial
abundance, activity, and diversity on biodegradable materials
ended their experiment at the beginning of the biofilm maturity,
i.e., after 45 days of immersion in seawater (Dusswd et al., 2018a).
Most of the other long-term studies over a period of more than
& months restricted their analysis on bacterial diversity colonizing
non-bindegradable polymers, such as PE, PP, PET, and PC (Webb
et al, 2009; De Tender et al, 2017). We emphasized here that
further studies may take into account not only the bacterial
diversity living on plastics, but also the extra- and intracellular
activities of the biofilm that will provide new insights into the
functional role played by the plastisphere in seawaters.

Third, we describe new potential candidates for the
biodegradation of PCL. PHEV, and artificially aged OXO in
natural seawater, based on the congruent results of biomass
increase together with high extra- and intracellular activities. We
used similarity percentage analysis (SIMPER, Ghiglione et al,
2012) to identify OTUs primarily responsible for dissimilarities
between pairs of PE versus PCL, PHEV, and AA-OXO after
20 days of incubation in seawater. A clear trend was observed
with bindegradable polymers being dominated by a kow number
of highly abundant contributive OTUs when compared to
non-bindegradable polymers, suggesting a specalization of
the bacterial communities, providing more information to the
contrasted results obtained so far, not allowing to answer whether
plastics really select for specific microbial communities (Wright
et al., 2020). The most important OTUs that influenced the
dissimilarity between PCL and PE were Pseudokongieilla sp. and
Marirohacter sp. These two genera have never been listed as PCL

degraders, but the first was found highly abundant after crude
oil pollution (Valencia-Agami et al, 2019; Peng et al., 2020) and
the second contains well-known hydrocarbonoclastic species
(Grimaud et al., 2012; Cui et al, 2014), which is consistent with
the petroleum nature of the polymer. Another contributing OTU
was affiliated with Flavobacteriaceae that were already shown
as potential PCL degraders (Lopardo and Urakawa, 2019) or
capable of using complex carbon sources (Rodriguez-Sanchez
et al, 2016). We also identified putative PHBY degraders, some
of them being already highlighted in similar studies, such as
Bacteroidetes and others presenting the enrymatic machinery for
PHA degradation, such as Celeribacters (Volova et al, 2016). We
akso found Marinicella litoraiis that has never been described asa
potential PHBY degrader to date (Romanenko et al., 2010; Shoji
et al,, 2014}, as well as Rhodobacteraceae that was abundant in
all material types with known ability to form biofilm on plastics
and to degrade complex organic matier (Kessler et al, 2011;
Flood et al, 2018). Finally, putative degraders of artificially
aged OX0 (AA;,OX0) belonged to Gammaproteobacteria,
Cellvibrionaceae, Myxococcales, and Flavobacteriaceae, which
are classically observed on the plastisphere of various material
types found in seawaters including PE (Zettler et al, 1013),
PET {Oberbeckmann et al., 2016), and PYC (Pinto et al., 2019).
Members of Myxococcales and Flavobacteriaceae presented
high hydrolytic enzymes excretion and complex biopolymers
degradation capacities (Shimkets et al. 2006; Amaral-Zettler
et al, 2020} together with hydrocarbon degradation capabilities
(Pollet et al, 2018; Guiierrez, 2019). We are aware that the
description of putative OTUs involved in the biodegradation of
PCL, PHEV, and AA-OXO are sometimes limited to the poor
taxomomic identification based on 165 rANA metabarcoding
howewver, it opens new routes for further studies to debve
deeper inte the understanding of the biodegradability of these
materials in seawaters.

CONCLUDING REMARKS

Through the analysis of a broad set of microbial parameters
(abundance, diversity, and activities) to describe the evolution
of the marine biofilms growing on six different plastic types
during a long-term experiment, we demonstrated cear evidence
of bindegradation on PCL, PHEV, and artificially aged X0 in
seawater. Signs of biodegradation were visible after 1 month
and until the end of the experiment. with significant increases
of the biofilm biomass, of the intra- and extracellular activities,
together with drastic changes in bacterial diversity. In contrast,
we found no sign of hiodegradation for PE, PS5, and PLA
under our experimental conditions, where the biofilms became
mature after 1 month and remained relatively stable until the
end of the experiment. We encourage the recording of these
microbial parameters for a comprehensive connection between
biofilm formation and polymer degradation when evaluating
the plastic bindegradation in seawater, which is currently not
taken into account in the current standards (mainly based on
respirometry activities and generally perfiormed under laboratory
conditions). Our study opens also new roufes for further studies
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on biodegradation mechanisms, by providing a list of putative
(TUs that may serve as model organisms potentially involved
in the bindegradation of PCL, PHEY, and artificially aged OXO
under natural seawater conditions.

Finally, it is noteworthy that the bio-based polymer PLA
showed no signs of biodegradation under our experimental
comditions, whereas the fossl-based polymer PCL showed
significant evidence of hindegradation. This reinforced the
distinction that has to be made between biobased and
bindegradable polymers but also the different certification
schemes for biodegradation in contrasted environments
(compost, freshwater, and seawater) when considering an
alternative to conventional fossil-based plastics.
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The European Parliament recently approved a new law banning single-use plastic items
for 2021 such as plastic plates, cutlery, straws, cotton swabs, and balloon sticks.
Transition to a bioeconomy involves the substitution of these banned products with
biodegradable materials. Several materials such as polylactic acid (PLA), polybutylene
adipate terephthalate (PBAT), poly(butylene succinate) (PBS), polyhydroxybutyrate-
valerate (PHBV), Bioplast, and Mater-Bi could be good candidates to substitute cotton
swabs, but their biodegradability needs to be tested under marine conditions. In this
study, we described the microbial life growing on these materials, and we evaluated
their bicdegradability in seawater, compared with controls made of non-biodegradable
polypropylene (PP) or biodegradable cellulose. During the first 40 days in seawater,
we detected clear changes in bacterial diversity (llumina sequencing of 165 rBNA
gene) and heterotrophic activity (incorporation of 3H-leucine) that coincided with the
classic succession of initial colonization, growth, and maturation phases of a biofilm.
Biodegradability of the cotton swab sticks was then tested during another 94 days
under strict diet conditions with the different plastics as sole carbon source. The
drastic decrease of the bacterial activity on PP, PLA, and PBS suggested no bacterial
attack of these materials, whereas the bacterial activity in PBAT, Bioplast, Mater-Bi, and
PHBV presented similar responses to the cellulose positive control. Interestingly, the
different bacterial diversity trends observed for biodegradable vs. non-biodegradable
plastics allowed to describe potential new candidates involved in the degradation of
these materials under marine conditions. This better understanding of the bacterial
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diversity and activity dynamics during the colonization and biodegradation processes
contributes to an expanding baseline to understand plastic biodegradation in marine
conditions and provide a foundation for further decisions on the replacement of the

banned single-used plastics.

Keywords: plastisphere, biofouling, plastic biodegradation, single-used plastics, microbial colonization

INTRODUCTION

The growing worldwide use of plastics together with waste
mismanagement resulted in an estimated release of more than
five trillion plastic particles weighing over 250,000 tons afloat
in the oceans, resulting in dramatic toxicological effects along
the marine trophic chain (Eriksen et al, 2014; Wang et al.,
2019). A large majority of plastic items found at sea is made
of polyethylene (PE), polypropylene (PP), and polystyrene (PS),
which are more likely to float, and polyvinyl chloride (PVIC),
nylons, and polyethylene terephthalate (PET), which are more
likely to sink (Auta et al., 2017).

Government regulations have been recently established
to restrict the use of single-use plastics and promote the
biodegradable plastic industry. For example, since 2018, at least
127 countries have established regulations against plastic bags
(UNEP, 2018). The European Parliament voted to ban many
other single-use plastics for 2021, including plates, cutlery, straws,
food containers, and expanded polystyrene cups as well as
sticks used for cotton swabs and plastic balloons (Europarl,
2019). Biodegradable plastics have become the focus of recent
researches in order to replace conventional materials made of
PE, PR, PS, PVC, PET, and other high-molecular compounds.
Today, commercially available biodegradable materials are of
petrochemical origin, such as poly(butylene succinate) (PBS)
and polybutylene adipate terephthalate (PBAT; brand name
Ecoflex®), or are bio-based such as polylactic acid (PLA) and
polyhydroxybutyrate-valerate (PHBV). Natural starch is also
frequently offered as a solution, blended with petrochemical-
based (mainly potato starch for Bioplast@) or bio-based materials
(corn starch with PBAT for Mater-Bi@).

Plastic biodegradation is the microbial conversion of all its
organic constituents to carbon dioxide, new microbial biomass
and mineral salts under oxic conditions, or to carbon dioxide,
methane, new microbial biomass, and mineral salts, under anoxic
conditions (Science Advice for Policy by European Academies
[SAPEA], 2020). The biodegradability of a plastic is defined
according to several standards reflecting disposal condition in
soil, compost, or aquatic environments. Tests are generally
based on respirometry (biological oxygen demand and CO3
production) attributed to the biodegradation of the plastic by
microbial communities, without any other source of carbon in
artificial medium, in comparison with cellulose, which serves as
a reference control (standards ISO 18830:2016, ISO 19679:2016,
ASTM D6691-09). Several drawbacks were pointed out by a
recent paper on the ability of current standard protocols to
realistically predict biodegradability in the marine environment
(Harrison et al, 2018). For example, the use of preselected
strains does not take into consideration the large diversity of

microorganisms colonizing plastics in natural conditions, also
known as the “plastisphere” (Zettler et al., 2013) which is still
poorly studied. In addition, the conventional techniques used
to measure the biodegradation activity by evolution of O3 or
CO; generally require substantial equipment and can limit the
number of experimental replicates. Other activity tests can be
considered as alternative methods, such as the use of radiolabeled
leucine incorporation that has been used for decades in marine
microbiology (Kirchman et al, 1985) or tests based on ATP
measurements (Fontanella et al, 2013). When introduced in
seawater, plastics are rapidly colonized by bacteria. This process
has been extensively studied, showing successive phases of
biofilm formation (Dang and Lovell, 2000; Lobelle and Cunliffe,
2011; Eich et al., 2015; Erni-Cassola et al., 2019). During the first
days at sea, a “conditioning film” made of inorganic and organic
matter supports the initial colonization phase generally initiated
by Gammaproteobacteria and Alphaprotecbacteria, regardless
of the material type (Oberbeckmann et al, 2015). A second
phase of rapidly growing bacteria is then usually characterized
by a succession of Bacteroidetes, Acidobacteria, Actinobacteria,
Cyanobacteria, Firmicutes, and Planctomycetes (Salta et al.,
2013). The last phase corresponds to a mature biofilm that
generally appears after 15-30 days at sea and remains stable
for several months, and where clear differences in bacterial
abundance, diversity and activity, were found between non-
biodegradable and biodegradable plastics (Eich et al, 2015;
Dussud et al., 2018). Hydrocarbonoclastic bacteria (HCB) such as
Alcanivorax sp., Aestuariicella hydrocarbonica, and Marinobacter
sp. became abundant in the mature biofilm and were suggested to
be potentially involved in the degradation of fossil-based plastics.
However, no study has extended the experience by incubating the
mature biofilm in minimum medium with the plastic as the only
carbon source in order to prove its biodegradation capabilities.
Here, we used hollow cylinder sticks, such as those used
for cotton swabs, made of different conventional (PP) and
“biodegradable” materials as potential candidates for substitutes
to conventional single-use plastics (PLA, PBS, PBAT, Mater-
Bi, Bioplast, PHBV, and cellulose). We hypothesized that the
properties of the distinct materials would select different marine
bacterial communities with specific biodegradation capabilities.
We elaborated an original two-step experimental design based
on a first colonization step in natural seawater (40 days) followed
by a second step of incubation in minimum medium with each
plastic type as sole source of carbon and energy (94 days).
Temporal dynamics of the biofilms associated with each plastic
type were followed by measuring bacterial activity (*H-leucine
incorporation), morphology [scanning electron microscopy
(SEM)], and diversity (Ilumina sequencing of 165 rRNA genes)
during the successive colonization and biodegradation phases.
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MATERIALS AND METHODS

Plastic Stick Manufacturing Process

The following list respectively, mentions the material type, its
trade name, and the supplier: PP (ISPLEN PP 030 G1E, Repsol),
PBAT (Ecoflex C1200, BASF), PLA (Ingeo 7001D, Natureworks),
Bioplast (Bioplast 400, Biotec), PHBV (PHEHV ENMAT Y 1000F,
TianAn Bio), Mater-Bi (Mater-Bi EF04F, Novamont), PBS
(bioPBS FZ91PB, PTT MCC Biochem), and cellulose (U Bio).
PHBV was preferred in this study because it is a short-chain-
length polyhydroxyalkanoate (scl-PHA) that is commercially
available. Extended physical and chemical characteristics of the
material types are given in Supplementary Table 1.

In order to manufacture plastic sticks that correspond to
the hollow cylinder classically used for cotton swabs, we used
a machine (except for cellulose sticks) with a spinning line
composed of a SCAMEX single screw extruder with a 20-mm
diameter and a L/D = 20 ratio. The machine was equipped with
a vertical shaping die tube, a cooling tray, a drawing bench, an
online dimensional controller (tolerances 4+ 0.01 mm), and a
winding element. In order to conform the plastic materials to the
desired stick form, the extruder was equipped with a suitable tube
die tailor-made by the extruder manufacturer.

Extrusion conditions were adapted according to the used
plastics and to their physical and chemical characteristics
(Table 1). Finally, sticks were cut to equivalent dimensions as
commercial sticks, ie.,, 72-mm length, 2.5-mm outer diameter,
and 1.6-mm inner diameter. This study required 300 fragments of
5 mm for each tested material. Except for cellulose, all materials
had a hole in the stick.

Incubation Under Natural Seawater
Conditions (40 Days)

Each material type was incubated in aquariums with direct
circulation to the sea, as previously described (Dussud et al,
2018). Briefly, we used nine identical aquariums consisting of
trays with a 1.8-L capacity (Sodispan, Madrid, Spain), in which
1.5 L of 200-pm filtered seawater was continually renewed by
direct pumping at 14-m depth in the Banyuls Bay, close to the
SOLA marine observatory station (42°20'300 N-03°08'700 E,
France). A flow rate of 50 ml min—! was chosen to ensure
a sufficient renewal of natural bacteria (every 30 min) and a
homogeneous distribution of the plastic pieces in the aquariums
during the entire experiment.

Approximately 250 pieces of each material type (PP,
PLA, PBS, PBAT, Bioplast, Mater-Bi, PHBV, or cellulose)
in the form of sticks of 0.5-cm length were washed three
times with molecular ethanol and rinsed several times with
sterile milliQ water before being placed in the aguariums,
with the exception of the “control aquarium which only
contained the circulating seawater. Pieces were sampled after
7 (D7), 15 (D15), 30 (D30), and 40 days (D40). Aquariums
were kept in the dark to avoid UV-driven degradation
of the materials. Throughout the incubation, seawater
temperature (between 12.5 and 13.5°C) and salinity (38.5)
were monitored in the aquariums and were similar to the data

found at the SOLA observatory in the Banyuls Bay during
this period®.

Incubation in Minimum Medium With
Plastic Sticks as Sole Carbon Source

(94 Days)

After 40 days under natural seawater conditions, the remaining
pieces of each of the eight material types were carefully collected
with sterilized tweezers and placed in 4-ml flasks (ref. 294330,
Interchim, Montlugon, France) containing 2 ml of minimum
medium with no other carbon source than the materials. The
composition of the minimum medium was modified from
Fegatella et al. (1998): NaCl (420 mM), Na,SO, (28.8 mM),
KCl (9.39 mM), NaBr (0.84 mM), H;BO; (0485 mM),
MgCL-6H,O (0546 mM), CaCl, (0.105 mM), NH,CI
(9.35 mM), SrCly-6H;0 (0.0638 mM), NaF (0.0714 mM), NaNO3
(0.88 mM), NaH,PO,-H,0 (0.036 mM), KH,PO, (0.106 mM),
CuS0y4-5H,0 (0.04 wM), ZnSO,-7H2 0 (0.08 wM), CoCly-6H20
(0.04 LM), MnCl-4H,0 (0.9 1M), Na;MoO,-2H,0 (0.03 pM),
FeCly (1.85 pM), thiamine (0.3 pM), biotin (2.1 nM), and
vitamin BI12 (0.317 nM). Pieces of each material type were
sampled after 3 (D40 + 3), 7 (D40 + 7), 15 (D40 + 15), and
04 days (D40 + 94).

Scanning Electron Microscopy

Three pieces of each of the eight material types were fixed at the
beginning (D0} and at the end of the experiment (D40 + 94)
with the addition of 3% (v/v) glutaraldehyde (final concentration)
and stored for at least one night at 4°C. SEM was performed
as previously described (Goldstein et al., 1992). Briefly, samples
were washed in sodium cacodylate buffer and fixed with 1%
osmium tetroxide before using successive EtOH baths (70, 95,
and 100%) and liquid CO, for dehydration. About 10-nm
conductive layer of Au-Pd was then applied on the surface of the
samples to allow electron microscopy observation (Hitachi SEM
FEG §-4500, Tokyo, Japan).

Heterotrophic Bacterial Production

Incorporation of *H-leucine is a classical proxy of the bacterial
activity in seawater (Kirchman et al, 1985), which has been
recently optimized for the plastisphere by Dussud et al. (2018).
Bacterial production (BP) was measured on each material type at
each sampling time during the colonization and biodegradation
phases. A cell detachment pretreatment was applied using three
cycles of 3-min sonication bath (Deltasonic, Meaux, France)
followed by 3-min vortex at maximum speed (SkyLine, Elmi Ltd.,
Moscow, Russia). Immediately after cell detachment, *H-leucine
(specific activity 123.8 Ci mmol~'; PerkinElmer, Waltham, MA,
United States) was added to all samples, which consisted of 1.5 ml
of sterilized seawater containing the plastic pieces together with
the detached cells. Biotic samples were treated in triplicates, and
a fourth one was killed with trichloroacetic acid (TCA 50%) and
served as a control of the reaction. Abiotic controls (consisting
of plastic sticks of the eight material types incubated in sterile

'https:/iwww.somlit.fr/
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TABLE 1 | Extrusion conditions for the diffiorent plastic types.

Plastic Temperature zone 1 Temperature zone 2 Temperature zone 3 Temperature die Screw speed Pulling speed
"c °c °c c tr/min m/min
PP 220 220 220 220 20 3.50
PLATOOAD 170 180 180 180 25 3.90
PHA Y1000P 180 180 180 180 25 4.00
PBAT C1200 140 160 160 160 15 2.90
PBS FZ91PB 140 140 140 140 20 3.50
Mater-Bi EF04P 140 160 160 160 15 315
Bioplast 400 160 160 160 160 15 3.00

FF, polypropylens; FLA, polyiactic acid; PFHA, palvhydroxyalkanoats; FBAT, polybutylene adipate teraphihalate; FBS, polybutylans succinata).

seawater) were analyzed following the same protocol. The final
leucine concentrations were 36 nmol L~ (*H-leucine at 4 nmol
L~!) during the colonization phase and 150 nmol L~! after the
transfer to minimum medium (*H-leucine at 1 nmol L™!). The
saturation of the leucine incorporation was checked during the
biodegradation phase, and a higher final leucine concentration
was required in order to avoid leucine being limiting (data not
shown), explaining why the final leucine concentrations differed
between the colonization and degradation phases. The final 7H-
leucine concentration was 4.3 nmol L™! for control seawater
samples. All samples were treated in triplicates and incubated in
the dark at in situ temperature (between 12 and 15°C) for 2 h.
Incubations were stopped by the addition of 50% TCA (5% final
concentration), and the plastic sticks or cell pellets were washed
with diluted TCA and then with cold ethanol. Radioactivity
was counted after addition of liquid scintillator (Filter Count
PerkinElmer) on a HIDEX 300 SL scintillation counter (LabLogic
Systems, Inc., Tampa, FL, United States).

The empirical conversion factor of 1.55 ng C pmol—! of
incorporated leucine was used to calculate BP (Simon and
Azam, 1989). Because the exact surface of plastic sticks was
difficult to measure (several layers for the cellulose, etc.), each
piece was weighted with precision balance of sensitivity 0.1 mg
(Precisa 1254, Swiss Quality; Precisa Gravimetrics AG, Dietikon,
Switzerland), and the results were expressed in ng C.g~'-h— 1.

DNA Extraction, PCR, and Sequencing

For each material type, individual pieces were taken at all
sampling times and stored at —80°C until DNA extraction. In
parallel, 1 L of seawater was sampled in the control aquarium and
successively filtered onto 3- and 0.2-pum pore size polycarbonate
filters (47-mm diameter, Nucleopore), and filters were stored at
—80°C until analysis. DNA extractions were performed on plastic
sticks or filters using a classical phenol-chloroform method
(Sauret et al, 2016) with slight modifications of the method
for plastic samples (Debeljak et al., 2016). Briefly, the same cell
detachment pretreatment was used as for BP (see above) before
enzymatic and chemical cell lysis [incubation with 1 mg ml~!
of lysozyme at 37°C for 45 min followed by 1 h at 50°C with
0.2 mg ml~! of proteinase K and 1% sodium dodecyl sulfate
(SDS)]. DNA was quantified by spectrophotometry (Quant-
iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit, Invitrogen; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, United States).

PCR amplification of the V4-V5 region was performed
using the primers 515-FY (5-GTG YCA GCM GCC GCG
GTA A-3') and 926-R (5-CCG YCA ATT YMT TTR AGT
TT-3') (Fuhrman et al, 1980), which are particularly well
suited for marine samples (Parada et al., 2016). Sequencing was
performed on Illumina MiSeq by MrDNA (Molecular Research
LP, Shallowater, TX, United States) and Integrated Microbiome
Resource (IMR; Dalhousie University, Halifax, NS, Canada).
The sequences were analyzed using FROGS pipeline hosted
in the Galaxy platform (Escudié et al, 2018), following the
guidelines given in the publication. Briefly, the forward and
reverse reads were assembled; and sequences were clustered
using the SWARM algorithm (Mahé et al, 2014) and an
aggregation distance of 3. Then, chimeras were removed using
the FROGS Vsearch tool (Rognes et al., 2016). An additional
filter step was used on the abundance at a 5 x 10~ threshold
to select the most relevant operational taxonomic unit (OTU)
sequences. The taxonomic affiliation was assigned by standard
nucleotid BLAST (Camacho et al, 2000) using the SILVA 132
database 165 (Quast et al., 2013). Chloroplast, mitochondrial, and
eukaryotic sequences were removed. All the 165 rRNA data are
available in the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) Sequence Read Archive (SRA) repository (accession
number PRJNAG49857).

Statistical Analysis

In order to allow normalization and comparisons of the data,
bacterial sequences of each sample were randomly resampled
in the OTU file based on the sample with the fewest sequences
(n = 9,698). These data sets were used to conduct all the analyses
performed using the Rstudio software’. The w-diversity indices
(Chaol, Shannon, evenness, and Simpson) and the B-diversity
analysis (the Bray-Curtis similarity) were calcul