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) Contexte: Nutrition des poisons d’élevage (Salmonidés) :__Lrl'VERS'TE INRAZ,
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Recherche de nouveaux ingredients pour les régimes et/ou
développement de nouvelles statégies nutritionnelles




) Contexte: Alternatives aux huiles et farines de poisson -:;Elfll‘!i’&?ﬁﬁ |NRA@
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- Régime 100% végétal

Régime a base de farine et Régimes a base
huile de poisson

de plantes

Protéines

surtout -
Lipides

Protéines
Lipides

Facteurs
Anti-nutritionels
(Fibres)

La présence de facteurs anti-nutritionels et la déficience en acides amines essentiels
entraine une diminution de la croissance, de la prise alimentaire, et de |'efficacité alimentaire

Napier et al., Nature Food, 2020
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) Utilisation des prébiotiques pour optimiser les régimes 100 % végétaux? .:Lf]gygl}g[g INRAZ)

1. Comprendre le lien entre prébiotiques, 2. Explorer 'utilisation des prébiotiques dans
microbiote intestinal et métabolisme de une ligne de TAC sélectionnée sur sa capacité
a croitre sur une régime 100% végétal

la truite arc-en-ciel

Prébiotiques

“un substrat est utilisé sélectivement par les microorganismes de
I'’héte qui entraine un effet bénéfique chez 'héte”

Effets des prébiotiques
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) Mécanisme d’action des prébiotiques et production SCFAs
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Microbiote intestinal

Prébiotigues ——» SCFAs
Ou AGCC

Effet Local

Plasma
SCFAs

t Intégrité intestinale
| Inflammation

» Effet systémique

Foie
| accumulation des lipides
t Sensibilité a I'insuline

Adipocytes

| Accumulation des lipides
t Sensibilité a I'insuline

| Inflammation

Adapted from: Martel, J. et al. (2016) Anti-obesogenic and antidiabetic effects of plants and mushroomsNat. Rev. Endocrinol. doi:10.1038/nrendo.2016.142
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Comprendre l'effet local et systémique des prébiotiques sur le microbiote et le métabolisme de la truite

/v Plasma » Effet systémique

Foie

Métabolites plasma

Tissu Ad gPCR

Muscle

Prébiotiques —T’ SCFAs \

Effet local
Microscopie
Microbiote intestinal
Intestin gPCR
Seéquencgage gene 16s rRNA Contenus digestifs (SCFAs)

SIFT-MS
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Truites juvéniles
Expérimentation
A Donzacq (pisciculture INRAE)
X3 X3 X3 X3 X3 X3 X3

Contrdle FOS 1% FOS 2% Inulin 1% Inulin 2% MOS 1% MOS 2%

Tous les groupes ont été nourris avec un régime 100% plant
\ végétal — 12 semaines }

24 h apres le dernier repas

Echantillonnage

T

Plasma mucus/contenus
intestinaux

Tissus
Foie, Tissus,
Muscle, Intestin




) Parametres zootechniques ::Lrl'VERS'TE |NRA@

Final whole body weight Specific growth rate
250 | Feed efficiency
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Control FOS1 FOS2_ Inuiin1 Inuin2 MOS1 MOS2
Control FOS1 FOS2 Inuiin1  Inulin2 MOS1  MOS2 Control FOS1 FOS2  Inuiin1  Inulin2  MOS1  MOS2 Diet groups
Diet groups Diet groups

» Effet des prébiotiques sur le taux

» Effet significatif d Sbioti
et SIgITICAtit des Prebiotiques de croissance spécifique

e Pas d’effet sur l'efficacité

(MQS) sur le poids final
e Poids plus faible avec MOS2

Plus élevé avec Inuline 2%
Plus faible avec MOS 1%

alimentaire




) Parametres zootechniques
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Viscerosomatic index

! p=0.173
12 |
* Pas d’effet significatif sur I'index viscérosomatique
11 . )  Tendance avec l'inuline
o .
10
9 X |

Control FOST FOS2  Inulin1  Inulin2 MOS1 MOS2
Diet groups
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Control I

FOS1

Inulin1
nulin2

Diet groups

Effet important de I'inuline sur le métabolisme dans le foie
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Amino acid catabolism

Energy metabolism

Fatty acid oxidation
Fatty acid transformation

Gluconeogenesis

glut?a * 1 Gjycose transport

gcka

gckb

pfkla * Glycolysis
pfkib #*

fas Lipogenesis

ffar31 *} SCFA receptors

Les groupes 1 et 2% Inuline montrent une

augmentation de I'expression dans le foie de genes de

différentes voies métaboliques

INRAZ



> Est que la réponse est médiée par le microbiote ? |NRA@

_
microbiote - 4 :
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doi: 10.1038/s42003-021-02105-1
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|
Analyse 16 S du microbiote Microscopie électronique Analyse 16 S du microbiote (amorces Firmicutes)
a
MOS2
MOS1 MOS21
Inulin2 Genus MOS1;
o :Aeromonas -
S I g:Cetobacterium Inuiin2
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© I g:Pseudomonas 4 D
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Percentage of Sequences
Genera




DE PAU ET DES
PAYS DE 'ADOUR

> Corrélations microbiote intestinal et métabolisme de I’héte _-:=lJf'||vensne' |NRA@
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Fortes corrélations observées entre certaines bactéries du microbiote intestinal et I'expression de genes du
métabolisme dans le foie



> Corrélations microbiote intestinal et métabolisme de I’'hGte
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» Leffet de I'inuline est observé principalement dans le foie (confirmé avec la lignée sélectionnée)

» Maodification du microbiote faible liée au mode de prélevement (études a venir microbiote associé au mucus et
microbiote associé au contenu)

» Abondance importante des Mycoplasma est confirmée (comme chez le saumon)

» Corrélation entre des OTUs appartenant aux Firmicutes et I'expression des génes du métabolisme
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Régime
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Ingredient (%)

Whole wheat

Lupine flour

Corn gluten

Wheat gluten
Concentrated protein extract
of peas (LYSAMINE ©)
Concentrated faba bean
protein extract

Traced soybean meal
L-Lysine

L-Methionine

Linseed Oil
Rapeseed Oil
Soy lecithin powder

Dicalcium phosphate
Vitamin premix
Mineral premix
Astaxanthin

Cellulose

Control diet (0% inulin;

TVO, SVO)
5.70
10.00
8.49
15.00

12.50

8.00
12.00
0.50
0.50
2.00
6.00
9.78
2.50
2.00
1.50
1.50
0.03
0.00
2.00

Experimental diet (2% inulin;

TVI, SVI)
5.70
10.00
8.49
15.00

12.50

8.00
12.00
0.50
0.50
2.00
6.00
9.78
2.50
2.00
1.50
1.50
0.03
2.00
0.00

=
~N



> Parametres plasmatiques
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Triglycerides Total amino acids
p=0.069

‘p=0.1946
15

. ! -

‘ —_

gL
4=

pMmol/mL
b
[4)]

‘ - . ‘ : ‘ .
05 ‘ . ‘

L]
Control FOS1 FOS2

Inulin1  Inulin2 MOS1 MOS2
Diet groups

Control  FOS1 FOS2

Inulin1  Inulin2 MOS1 MOS2
Diet groups

Inulin2 shows relatively higher levels

of TGL and lower TAA among all
groups




Y  Mycoplasma INRAZ,

* Smallest known bacteria with a small genome (~700 kb)

Mycoplasma
WOGELLIPALL TIoe o  Cholesterol synthesis pathway is not present
> 4 N * UGA : Stop codon but codes for tryptophan
Cytoplasm — 5 2> Soluble
/e NN protein

* Some species are intracellular pathogens

Soluble
RNA

Ribosome
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Experiment: interaction between fish lines and inulin ?
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N N
N N\
Control Control line
Line + Inulin 2%
TVO TVI

100% plant based diet

A

A

A\

A

SUAVE Line

SUAVE Line )

+ Inulin 2%

SVO SV

J

100% plant based diet

2 Lines of rainbow trout :
Control Line

Suave Line 7th Generation selected of a all plant based diet

Lymph node

Villus
Epithelium
Lamina propria

Muscularis mucosae

Circular muscle

Longitudinal
muscle

Serosa

Myenteric Muscularis externa

plexus

Submucosal

plexus Gland in
submucosa

tion.
imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved
FFFFFF the the wall of the G tract

24 h after last meal

Two sampling locations for microbiota :

In the center of the digestive tract

Samples « contents »

Next to the epithelial cells

Samples « Mucus »




) Effet of inulin of liver gene expression
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r PERMANOVA p-value
1>0.05, L=0.016, I*L=0.030

alat2 ]
asat1
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gdh1
gdh2
gdh3_|
atp5a |
cox2
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cs

qcr2
sdhb _|
cptla™ |
cpt1b
cptic
cpti1d

hoad __|

Amino acid metabolism

Energy metabolism

Fatty acid oxidation

fad _] Fatty acid transformation

fop1b1 ]

fop1b2
g6pca

gépeb1al Gluconeogenesis

g6pcb1b
gbpcb2a

pck1

pck2 |
gluttab™]

glutiba

glut1bb_ |

gcka |
gckb
pfkla
pfkib
pki _|
acly |
fas
g6pdh |

cd36
ffar226
ffar31

Glucose transport

Glycolysis

Lipogenesis

SCFA receptors

Effect of Inulin on gene expression in liver
(mostly in suave line)

Effet of genetic line also oberved

Interaction Inuline and genetic line
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> Are these responses mediated by microbes ? -:Eflf]!,‘!ﬁ'ﬁﬂﬁ INRAZ
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Q Proteobacteria (for example the genus Ralstonia)
= are higher in mucus
S [ E T T
. _ Firmicutes such as Lactobacillus show a higher
Abundance in contents

0
4

a
o

Percentage of Sequences

S
7
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o
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[ g:Bacillus B g:Pseudomonas [ g:Streptococcus
Genera L] g:Janthinobacterium [ g:Ralstonia L] g:Weissella

Ll g:Lactobacillus Ll g:Singulisphaera ] NA

Bl g:Moraxella L] g:Sphingomonas



> Are these responses mediated by microbes ?
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« Digestive contents »

PERMANOVA p-value
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How to explain the strong correlations ?

Intestinal microbiota Host metabolism

:# e V- Short-Chain fatty acids
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> Are these responses mediated by metabolites, in particular SCFAs ? -':’L’]L¥55§:IE INRA@
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Acetic acid  Butyric acid Caproic acid Propionic acid Valeric acid
SCFA

B2 TVO & TVI &8 SVO £ SVI



