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PEAR : Résidu de Post-Extraction d’ Algues
PERMANOVA : Permutational Analysis Of Variance
PCA : Principal Component Analysis

RFI : Residual Feed Intake

SPLS-DA : sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis
TP : Taux Protéique

TB : Taux Butyreux

UFC : Unité Formant Colonie



INTRODUCTION

Les ruminants sont des herbivores qui peuvent valoriser 1’appareil végétatif aérien de plantes a faibles
valeurs énergétiques. Cela a conduit ’Homme a les domestiquer, afin de tirer parti de cet avantage,
pour produire de la viande, du lait, du cuir ou encore de la laine. Les ovins de race Lacaune sont un
parfait exemple de cette valorisation, puisqu’ils sont a 1’origine d’un produit fleuron de la gastronomie
francaise : le Roquefort. C’est toute une filiere économique qui dépend de ce fromage, ancrée dans un
territoire bien particulier.

Cette faculté est notamment possible grace a leurs pré-estomacs non sécrétant, et en particulier le plus
vaste : le rumen. Il réunit des conditions physico-chimiques particuliéres permettant I’existence et le
fonctionnement d’un microbiote spécifique, constitué de bactéries, d’archées méthanogénes, de
protozoaires, de champignons et de virus. Ces micro-organismes ruminaux peuvent dégrader entre
autres les fibres végétales et produire des acides gras volatils (principalement les acides acétique (C2),
propionique (C3) et butyrique (C4)), des protéines microbiennes et des vitamines, qui constituent des
nutriments permettant I’entretien, la croissance et la production de I’hote.

Les méthodes d’étude des communautés microbiennes ont récemment vu I’apparition de nouveaux
outils, remplacant les techniques classiques de cultures et de caractérisation. Ces anciennes méthodes
sont fiables pour caractériser les propriétés physiologiques de micro-organismes. Cependant, elles
possedent de nombreux inconvénients quand il s’agit de communautés microbiennes, car par
définition elles ne reflétent pas les conditions in vivo. C’est pourquoi la métagénomique, comprenant
des méthodes de séquencages basées sur ARN ribosomal 16S, est désormais préférée pour décrire
précisément la composition du microbiote ruminal.

Les applications de la connaissance détaillée du microbiote sont multiples. Il s’agit par exemple de
chercher a réduire la production de méthane par leur biais, de comprendre des pathologies telles que
I’acidose ruminale, ou encore d’améliorer les productions animales. Si ce dernier sujet a déja été
étudié, trés peu de travaux portent sur les ovins laitiers, et a notre connaissance aucune ¢tude n’a été
réalisée sur plusieurs lactations. C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail.

Dans un premier temps, nous présenterons une bréve synthése bibliographique afin de présenter
rapidement le contexte de la production de Roquefort, décrire les caractéristiques anatomiques et
physico-chimiques du rumen et son microbiote. Les avancées en termes de connaissances du lien entre
le microbiote ruminal et les caractéres de production seront également exposées, tout en discutant de
leur héritabilité.

Dans un second temps, nous exposerons 1’étude expérimentale menée, dans 1’optique de comparer le
microbiote ruminal de deux lignées divergentes de brebis Lacaune, sur trois lactations successives, et
discuterons de nos résultats.
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I — Production de lait de brebis dans le bassin de Roquefort

A- La filiére Roquefort dans son contexte

Plus grand pole d’¢levage ovin laitier de France, 1’aire géographique de I’AOP Roquefort
(Appellation d’Origine Protégée) s’étend sur les départements de 1’ Aveyron, du Tarn, de la Lozére, du
Gard, de ’Hérault et de I’Aude, au travers de plus de 500 communes (Figure 1). Elle était constituée
en 2019 de 675 000 brebis Lacaune réparties sur 1 530 fermes.

£ »

ARD
LE VIGAN
L ]

U

SAMIERS

Données administratives Réseau routier Aire géographique
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Figure 1 - Aire géographique de 'AOP Roquefort (INAO 2017)
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Roquefort est la plus ancienne des appellations fromagéres frangaises, puisqu’elle a été obtenue en
1925. La Confédération générale des producteurs de lait de brebis et des industriels de Roquefort
regroupe ’ensemble des acteurs de cette filiere depuis 1930, autour de laquelle gravitent 4 500
emplois. 16 200 tonnes de fromages ont été produites en 2019, dont le quart a été exporté dans plus de
80 pays. Congu a partir de lait cru de brebis, il est affiné dans les caves de la montagne du Combalou,
situées dans la commune de Roquefort-sur-Soulzon.

La qualité et I’authenticité du fromage sont garanties par un cahier des charges qui encadre la
production du lait mais aussi sa transformation (Tableaux 1 et 2).

Tableau 1 - AOP Roquefort : principaux points a contrdler du cahier des charges et leurs méthodes
d'évaluation (partie 1)

PRINCIPAUX POINTS A METHODES
CONTROLER VAl ELRS DEREVERERCE S B vVt WATION

_—— : Liste des communes de l'aire : ;
Localisation de la production du 5 4 e - Documentaire et/ou
i : geographique délinie par le présent ;

lait de brebis vistiel

cahier des charpes

Visuel et/ou

Race de la brebis Race Lacaune ;
documentaire
Stabulation ] )
: Visuel et/ou
= permanente Interdit docnrentaire
a i ( aire
& Mode exclusive
= dé¢levage - ;
£ = ) ) T Visuel et/ou
£ Elevage hors-sol Interdit ] g
o 2 documentaire
-
Obligatoire et quotidien en période < ;
Z - ISAIE o8 QU iy Visuel et/ou
= Péturage de disponibilité d'herbe, des que les :
— i} ; : documentaire
: conditions climatiques le permettent
& Achats extérieurs
S a lexploitation de
o Alimentation | fourrages, céréales
= du troupean ct aliments Limités a 200 kilogrammes de . ;
7 : 23 < A . ; Documentaire
com plc‘l]]t:l]lk-ll['t.\' matiére séche maximum/brebis/an
(hors paille et
moutures a fagon
ou équivalent)
Provenance de Au moins aux trois quarts de l'aire
l'alimentation des | géographique de production (évaluce Documentaire
brebis en matiére séche)
: ; s : i Documentaire ct/ou
Nature du lait livré Lait de brebis

analytigue
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Tableau 2 - AOP Roquefort : principaux points a controler du cahier des charges et leurs méthodes

d'évaluation (partie 2)

PRINCIPAUX POINTS A
CONTROLER

VALEURS DE REFERENCE

METHODES
D'EVALUATION

ATELIER DE FABRICATION

Affectation du site de fabrication

Interdiction de la pénétration.
réception ou présence de tout lait
autre que le lait de brebis et de tout
produit fromager provenant d’'un
autre lait que du lait de brebis

Documentuire et/ou
visuel et/ou analytique

Localisation de la fabrication des
fromages

Liste des communes de l'aire
eéneraphique définie par le présent
cahier des charges

Documentaire et/ou
visuel

Nature du Iait mis en fabrication

Exclusivement du lait de brebis
correspondant aux conditions de
production délinies par le présent

cahier des charges

Visuel et/ou
analytique et/ou
documentaire

Caractéristiques du Tait de hrebis
mis en labrication

Lait cro et entier, non normalisé en
protéines el matieres grasses

Visuel, documentaire
el/ou analyligue

Nature du Penicillium

Penicillium rogqueforti (souches
traditionnelles isolées dans le
microclimat des caves de la zone
delimitée a la commune de
Roquefort-sur-Soulzon)

Documentaire

FRI1GO

/]

CAVE
CONDITIONNEMENT

Localisation des caves

Présence dans la zone des ¢houlis de
la montagne du Combalou
(commune de Roquelort-sur-

Documentaire et/ou

4 st : visuel
Soulzon). delimitee par le jugement -
du TGI de Millau du 12 juillet 1961
Caves parcourues naturellement par
5 S les courants d'air frais et humide =
Caracteristiques des caves Visuel

provenant des fTeurines de la
montagne du Combalou

Localisation des opérations de
maturation, stockage. découpage,
conditionnement. préemballage et

emballage des fromages

Exclusivement dans la commune de
Roquefort-sur-Soulzon

Documentaire et/ou
visuel

Durée d'affinage (exposition a nu)
dans les caves

Deux semaines minimum

Documentaire et/ou
visuel

Durée d'affinage puis maturation

Au moins 90 jours a compter du jour

Documentaire et/ou

du fromage

Organoleptigue

de fabrication visuel
Forme Cyhndrigue Visuel
Caracteristiques ded
. . . 19 4 20 centimetres de diametre et
physiques du Dimensions il i ; Mesure
b e 8.5 a 11,5 centimetres de hauteur
fromage
- Poids 2.5 1 3 kilogrammes Mesure
-
2o
E Teneuren Supéreure ou égale a 52 % de .
= e i - i Analytique
= Caractéristiques | matiere grasse I"extrait see ?
' y
= analytiques du
= fromage Teneuren i , G A
E Supérieure ou égale a 55 % Analytique
matiére séche = #
Caractéristiques organoleptiques Avis conforme de la Commission 3
T Organoleplique
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Si sur les 170 millions de litres de lait produits chaque année dans ce bassin de production, 46 % sont
ensuite transformés en Roquefort, des transformations diverses existent :

- 25 % en fromage pour salade de type feta,

- 9% en pates pressées (pécora),

- 4 % en différentes spécialités (pérails),

- 8% vendus a I’export,

- 0,18 % transformés en poudre,

- 4 % en pates pressées Pyrénées,

2 % sont consacrés a de nouveaux produits et a des essais.

B- La conduite d’élevage des brebis Lacaune

Si les conditions d’élevages peuvent beaucoup varier entre les différentes exploitations ovines de la
zone géographique de Roquefort, la physiologie de la brebis impose certaines pratiques agricoles. Le
principal systéme de production en brebis laiticre Roquefort s’organise comme suit :

- Les mises-bas s’étalent de novembre a février, en bergerie, avec des box d’agnelage
individuels. Suit un mois d’allaitement-traite (Figure 2).

Figure 2 - Période d'allaitement-traite des agneaux en bergerie, GAEC de Courbiére (Assac, 81)
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- Une fois les agneaux sevrés, ils sont vendus pour 1’engraissement dans des ateliers spécialisés.
Les agnelles de renouvellement sont séparées de leurs méres, et sont élevées en paralléle
jusqu’a I’dge de 7-8 mois. Les brebis sont mises a la traite deux fois par jour (matin et soir),
Leur nourriture est constituée de concentrés (distribués au tapis ou en salle de traite) et de
fourrages, au moins aux trois quarts issus de l'aire géographique de production. La ration est
calculée pour couvrir les besoins de la majorité des brebis, et une complémentation a la salle
de traite peut avoir lieu pour les meilleures productrices. Pour une production de 3 L de lait
par jour, la ration journaliére peut s’apparenter a 6 kg de ray-grass italien, 1 kg de foin de
luzerne, 0,5 kg d’orge et 0,5 kg de correcteur azoté 40 % de MAT.

- Aux beaux jours, les animaux passent la journée en paturage.

- Au début de I’été, les agnelles de renouvellement et les brebis sont mises a la reproduction. Si
un peu moins de la moiti¢ des éleveurs optent directement pour la stratégie de la monte
naturelle, la plupart commencent par des inséminations artificielles. Un flushing peut étre
réalisé pour les animaux ayant une Note d’Etat Corporel (NEC) trop faible.

- En été intervient également le tarissement. Une partie des éleveurs passent en monotraite pour
effectuer une transition plus douce, technique qui en contrepartie sort le lait de la filiére
Roquefort.

- Au début de I’hiver les animaux sont rentrés en bergerie. Ils y passeront les mauvais jours, en
attendant la mise-bas.

La figure 3 reprend I’ensemble de ces éléments de fagon graphique.

Production de lait Poids vif (kg)
Production de lait (1) ' )
’,.-’ Poids vif - 80,0
3,0 - / / L
- Ha o f
L J' -
i L 70,0
2.0 4 i .
1.0 i i
3 Période de traite Gestation L
L 50,0
Période de paturage
r T LE L] 1 1 L| T LI T T T T 1
8 ?: = 'g T &
a 3 s 3 =

Juin
Juil
== Aot
Sept.
Oct
Nov
Déc

>

>

3
—

Agnelage

Sevrage
Reproduction —
Tarissement
Agnelage

Figure 3 - Représentation simplifiée du principal systéme de production en brebis laitiéres Lacaune
(Inra, 2018)
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C- Le lait de brebis : produit de I’éleveur, matiére premiére du fabricant fromager
(Debiesse O, 2000)

1- Composition élémentaire du lait de brebis

Le lait de brebis est, au méme titre que le lait d’autres mammiferes, constitu¢ d’éléments chimiques
(matiéres azotées, maticre, grasse, lactose, maticres salines) et biologiques (microflore lactique et non
lactique, cellules).

La composition moyenne du lait cru de brebis est décrite dans le tableau 3. Quantitativement,
I’¢élément le plus important est ’eau. Le lait de brebis est en moyenne deux fois plus riche en maticre
grasse que le lait de vache ou de chévre, et presque deux fois plus riche en matiéres azotées totales. Sa
teneur en lactose est cependant équivalente ou inférieure a celle de lait de vache. Enfin, des enzymes
(lipase, protéase, catalase, peroxydase, réductase, lactase, phosphatase), des minéraux (calcium,
phosphore) et des vitamines (B1, B2, B9, A et E) entrent également dans sa composition. Les teneurs
de ces éléments varient au cours du stade de lactation comme le montre la figure 4.

Tableau 3 - Composition chimique moyenne des laits crus de brebis et de vache en g/kg (Debiesse O,
2000)

Lait de brebis Lait de vache

‘ Eau 812 873
BT 188 129
(Matiere Seche Totale)

I 75 38
(Matiere Grasse)
MATE 57 34
(Matiére Azotée Totale)
Caséine 447 26
Protéines
9.6 4
solubles ’
Glucides 46 48
Matiéres minérales 10 9
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Figure 4 - Production de lait, teneur en matiéres grasses et protéiques du lait de brebis Lacaune au
cours de la période de traite exclusive (Inra, 2018)

Sauf en cas d’infection de la mamelle, le lait de brebis est normalement pauvre en bactéries, a la sortie
de la mamelle. Il peut cependant se contaminer au cours des différentes manipulations, pendant et
aprés la traite, avec des éléments du microbiote environnemental, qui peuvent étre néfastes pour le
consommateur (par exemple Listeria monocytogenes, a l’origine de septicémies, de méningo-
encéphalites et d’avortements chez I’Homme) ou pour la transformation en fromage (par exemple les
entérobactéries, antagonistes de la flore lactique), mais aussi qui peuvent étre nécessaires (appelées
bactéries lactiques).

Enfin, des constituants cellulaires peuvent étre présents dans le lait de brebis, d’origine sanguine
(leucocytes de type macrophages, lymphocytes ou polynucléaires neutrophiles) et mammaire (cellules
¢épithéliales des canaux galactophores et de lactocytes), marqueurs d’une éventuelle inflammation en
cas d’une présence importante.

2-  Criteres de qualité pour la production laitiere

Si le prix moyen du lait de brebis était de 967 €/1 000 L pour la campagne 2018 (Pole Economie et
Prospective des Chambres d’Agriculture d’Occitanie, Chargés d’études Cerfrance Région Occitanie,
2020), des variations sont appliquées selon sa composition et sa qualité. Les critéres utilisés sont
encadrés par I’article L654-30 du Code rural et de la péche maritime (2000), tout comme pour le lait
de vache et de chévre.
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Les critéres pris en compte pour le paiement du lait de brebis ont alors été définis par des conventions
interprofessionnelles entre éleveurs et laiteries de Roquefort, comme celle établie entre I’'INRAE La
Fage et la Société des Caves de Roquefort pour I’année laitiére 2019/2020.

Deux volets sont établis :

- la composition chimique : « Le litre de lait est payé en fonction de sa teneur en mati¢re grasse
(MGQ) et en matiere protéique (MP) :
o détermination par classe d’une valeur pour le gramme de M.G. et d’une valeur pour le
gramme de M.P. ;
o affectation de cette valeur aux taux moyens de chaque producteur ;
o calcul d’un prix de base du lait par classe. »
- La qualité microbiologique du lait, évaluée par le calcul de la moyenne arithmétique des

prélévements :
o qualit¢ bactériologique (flore totale, germes Escherichia coli, germes de
Staphylocoques);

qualité butyrique ;
dénombrement cellulaire ;
o recherche d’inhibiteurs bactériens (traces d’antibiotiques)

Un grade est alors établi en fonction des résultats, conditionnant le prix d’achat du lait.

3- Criteres de qualité pour la production fromagere

Si le lait doit étre de suffisamment bonne qualité pour étre payé au prix le plus élevé possible, ce sont
des critéres différents qui permettront aux entreprises fromageres de le transformer en Roquefort. Plus
il est riche en matiéres grasses et protéiques, plus il permettra un rendement important. On passe ainsi
de 13 L de lait nécessaires a la production d’un fromage en début de saison a 11 L en fin de saison.
Ces variations rendent plus difficile la manipulation du fromage et la production d’un produit
standardisé, identique tout au long de la campagne de production.

La qualité technologique de la matiére premicre lait est alors essentiellement liée a son aptitude a la
transformation en fromage, mais aussi a son innocuité pour le consommateur.

L’entreprise fromagere réalise plusieurs analyses en laiterie pour éviter 1'utilisation de lait de mauvaise
qualité dans la fabrication de fromage, et repérer son origine afin de conseiller les éleveurs dans
I’amélioration de sa qualité.

Les substances inhibitrices des activités biologiques des micro-organismes peuvent altérer la
transformation du lait en fromage. Il s’agit principalement d’antibiotiques, issus de traitements
parentéraux, de soins de plaies de trayons, ou encore de traitements intra-mammaires. Leur présence
témoigne de leur mauvaise utilisation (délai d’attente non respecté, utilisation hors AMM
(Autorisation de Mise sur le Marché), surdosage) ou d’une mauvaise identification des animaux
traités. Les micro-organismes, indispensables au bon déroulement de la fabrication d’un fromage
fermenté comme le Roquefort, peuvent étre inhibés par de faibles concentrations en antibiotiques. Une
insuffisance de coagulation, la perturbation du développement des arémes ou une prolifération de
certaines bactéries nuisibles, sont des conséquences possibles.
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La qualité bactériologique du lait est primordiale, surtout dans le cas ici présent d’une transformation
de lait cru, sans traitement thermique. La teneur globale en germes est alors évaluée par un test a la
résazurine, et un dénombrement des coliformes est effectué¢. Ces derniers peuvent étre a I’origine d’un
défaut d’acidification par compétition avec les bactéries lactiques, et ainsi entrainer des gonflements
précoces de la pate et des défauts de saveurs.

Un niveau cellulaire élevé d’un lait de citerne peut avoir des effets néfastes sur les qualités
organoleptiques des fromages en raison d’un potentiel enzymatique important. Pour lutter contre ce
facteur, les entreprises fromagéres de Roquefort ont par exemple soutenu un projet d’information, afin
de présenter aux éleveurs les différents outils de dépistage des mammites sub-cliniques et chroniques
de la brebis laitiere. Les sélectionneurs ont aussi contribué a cet objectif, avec un travail de sélections
de brebis ayant des faibles taux cellulaires dans leur lait.

En ce qui concerne la qualité sanitaire du lait, elle constitue un double enjeu : produire des fromages
de qualité, conformes a la réglementation pour pouvoir maintenir leur commercialisation, et éviter les
accidents alimentaires dont les répercussions pourraient étre considérables. Les risques sanitaires
considérés mineurs sont dus a Salmonella sp, Staphylococcus aureus, E. coli, tandis que
L. monocytogenes représente un risque majeur. Des contrdles sur le lait et/ou sur le fromage en sortie
de cave, permettent de contrdler ces risques.

4- Transformation du lait de brebis en Roquefort

Le lait, stocké dans un tank a une température comprise entre 8 et 10 degrés Celsius, est acheminé par
les collecteurs dans 1'une des 7 fromageries : Société des Caves et des Producteurs Réunis de
Roquefort, Fromageries Papillon, Etablissements Gabriel Coulet SA, Les Fromageries Occitanes,
Entreprise Verniéres Fréres, SARL Yves Combes ou Etablissements Carles. A son arrivée, il est
analysé et conduit dans des cuves en acier inoxydable, ou il est réchauffé entre 28 et 34°C. Il s’agit de
la température d’emprésurage, dans le cadre d’un cycle de fabrication immédiate. Il peut aussi étre
refroidi a 5°C dans le cas d’une fabrication différée, pour un maximum de 38h, comme 1’indique le
cahier des charges de I’AOP. Une fois réchauffé, on y ajoute la présure animale, les ferments lactiques
et le Penicilium roqueforti, éléments indispensables a la transformation. Deux heures aprés le
mélange, une lyre est utilisée pour trancher le caillé alors formé, et obtenir des petits cubes. Aprés un
repos de 20 minutes de I’ensemble, un léger brassage permet de séparer les grains de caillé du
lactosérum, aussi appelé « petit lait ». On moule ensuite les « pains » de Roquefort qui sont égouttés,
pendant environ 2 jours, a une température comprise entre 16 et 20°C. Ces pains sont retournés
réguliérement, puis vient I’étape du salage, consistant en une imprégnation de sel marin sec des faces
et du talon du fromage, ¢talée sur 5 jours. Le brossage consiste alors a enlever I’excédent de sel. Ils
peuvent alors étre acheminés dans les caves, pour 1’affinage. L’ensemble de ces étapes est repris par la
figure 5.
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Figure 5 - Principales opérations de la fabrication du fromage de Roquefort (Confédération Générale
des Producteurs de Lait de Brebis et des Industriels de Roquefort, 2017)

C’est au départ de la laiterie ou a leur arrivée aux caves que les pains sont percés sur toute leur hauteur
d’une quarantaine de «cheminées », nécessaires pour expulser le gaz carbonique issu de la
fermentation et favoriser le développement du P. roqueforti. Mais au préalable, ils subissent un certain
nombre de contrdles, par le biais de prélévements, pour vérifier, par exemple, le taux de sel et ’acidité
du caillé. Les fromages sont disposés sur chant pour favoriser la circulation de ’air sur de longues
travées, dans une atmosphere saturée d’humidité. Les caves sont aménagées dans 1’éboulis de la roche
du Combalou (Figure 6), et bénéficient d’une constance de température et d’hygrométrie graces aux
fleurines, des failles ventilantes, idéales pour le développement du P. roqueforti. Les quelques milliers
de pains entreposés élévent la température de la cave par leur maturation, et le Chef de Cave, garant de
I’affinage, joue sur I’ouverture des fleurines pour refroidir les lieux. 14 jours aprés son arrivée, le
Roquefort est plombé, c'est-a-dire que chaque pain est conditionné dans un emballage protecteur,
ralentissant son évolution : il s’agit de la maturation. Ce n’est qu’aprés un minimum de trois mois dont
14 jours de cave minimum, que le fromage peut étre commercialisé, aprés un controle du Chef de
Cave, qui mesure 1’onctuosité, la coloration, la forme des veinures, et le gofit.
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Figure 6 - Caves du Combalou (Confédération Générale des Producteurs de Lait de Brebis et des
Industriels de Roquefort, 2017)
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II- Le rumen des ovins

A- Anatomie du rumen des ovins

Le rumen est le plus grand des quatre estomacs des ruminants, les autres étant le réticulum (ou réseau),
I’omasum (ou feuillet) et ’Tabomasum (ou caillette). Son nom peut étre associé au réseau sous le terme
réticulo-rumen.

Les ovins et bovins ont un rumen similaire sauf par la taille, celui des moutons ayant un volume utile
de 9 a 18 litres (Jarrige, Ruckebusch, 1995). Il occupe les parties gauche et ventrale de 1’abdomen
(Figure 7). Son extrémité craniale recoit la terminaison de I'cesophage via le cardia et communique
avec le réticulum, alors que I'extrémité caudale est fermée en cul-de-sac.

Son aspect externe est représenté sur la figure 8. Les deux sillons longitudinaux, unis par un profond
sillon transversal a chaque extrémité de I'organe, marquent a l'extérieur la division de celui-ci en deux
vastes compartiments largement communicants : le sac dorsal (Saccus dorsalis), 1égérement sur la
gauche, et le sac ventral (Saccus ventralis), qui s'étend plus loin vers la droite. Le sac ventral est plus
développé que le dorsal chez I’ovin.

A D'intérieur (Figure 9), Dorifice faisant communiquer les deux sacs est appelé ostium intraruminal,
dont la bordure est formée par les piliers, qui correspondent aux sillons de 1’extérieur : le pilier caudal,
le plus volumineux, qui sépare I’entrée des deux culs-de-sac caudaux, et le pilier cranial, moins épais
mais plus saillant. Dorsalement et cranialement a ce second pilier s’étend 1’atrium du rumen, dont la
cavité communique largement avec celle du sac dorsal. L’atrium, lui, communique également avec le
réticulim via I’ ostium rumino-réticulaire.
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Figure 7 - Conformation intérieure et topographie du rumen et du réticulum de 1'ovin (Barone, 1996)
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La structure de sa paroi est constituée de quatre composants habituels :

- une séreuse, enveloppant toute la surface excepté les zones d’adhérence,

- une musculeuse épaisse en deux plans, formée de fibres lisses et de quelques fibres
squelettiques au voisinage du cardia. Elle assure la contractilité du rumen,

- la sous-muqueuse, formée d'un conjonctif lache et assez peu abondant,

- la muqueuse, qui n’est édifiée que d'une Muscularis mucosae trés mince et discontinue et qui
se prolonge néanmoins par quelques faisceaux dans l'axe des papilles. La Propria mucosae est
épaisse, résistante, mais absolument dépourvue de glandes, contrairement aux monogastriques.
Elle contient un riche réseau de veinules et de capillaires, capables d’absorber les produits de
la digestion microbienne. L'épithélium est stratifié, pavimenteux, avec une couche
superficielle nettement kératinisée. La muqueuse ruminale est riche de papilles détomorphes
(Papillae ruminis). Les plus typiques sont répandues dans le sac ventral et les culs-de-sac
caudaux, et ont un aspect foliacé : étranglées a leur base, elles sont élargies a leur sommet et
aplaties. Chaque papille est constituée d'une lamelle de conjonctive issue de la
Propria mucosae, revétue par I'épithélium et portant sur ses faces et ses bords de petites
papilles secondaires (micropapilles), noyées dans 1'épaisseur de celui-ci. Elles sont bien moins
nombreuses et bien moins développées dans le sac dorsal, au plafond duquel elles se réduisent
méme a de simples tubercules mais ou elles n'ont guére de contact avec les aliments en raison
de I'accumulation de gaz dans cette région. Enfin, au niveau des piliers, la muqueuse du rumen
est réche, plissée et ridée, dépourvue de papilles. Globalement les papilles des ovins sont tout
de méme moins développées et moins abondantes que chez les bovins, et les plus longues ne
font que trois ou quatre millimétres (Figure 10).

1- Crétes primaires
2- Crétes secondaires
3- Papilles

Figure 10- Cellules réticulaires de 1'ovin (Jarrige, Ruckebusch, 1995)
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B- Motilité ruminale

Le reticulo-rumen est animé de mouvements, qui brassent la masse alimentaire et facilitent son
ensemencement bactérien. Il en existe deux types :

- la rumination qui permet la régurgitation physiologique du bol alimentaire qui va pouvoir étre
a nouveau mastiqué et insalivé, puis vidangé vers I’omasum. Ce mouvement suit un cycle
qualifié¢ de primaire. Il s’agit d’abord d’une contraction biphasique du réseau puis du sac
dorsal dans le sens cranio-caudal et ensuite du cul-de-sac ventral dans le sens cranio-caudal.

- I’éructation, c’est-a-dire I’¢limination des gaz de fermentation. Elle semble étre amplifiée lors
d’une augmentation de la pression intra-ruminale, en particulier au niveau du réseau et du sac
cranial (Rousseau, Falempin, 1985). Ce cycle est appelé cycle secondaire, et suit le cycle
primaire toutes les 1 a 3 fois (suivant ’importance des fermentations). Il commence par une
contraction du sac ventral postérieur puis une contraction simultanée du sac dorsal antérieur et
du sac ventral antérieur.

C- Conditions physico-chimiques ruminales (Jarrige, Ruckebusch, 1995 ; Puniya et al., 2015)

Le rumen assure 1'essentiel de la prédigestion que subissent les aliments avant d'atteindre I'abomasum,
seul estomac peptique des ruminants. C’est un fermenteur anaérobique strict, ou la digestion
microbienne se déroule en continu.

Le bol alimentaire se répartit en trois phases dans la cavité ruminale (Figure 11) : en partie ventrale on
trouve une phase liquide, en partiec intermédiaire une phase solide et en partie dorsale une phase
gazeuse. L’eau est le constituant principal du contenu ruminal (85 %), et se trouve principalement dans
la phase liquide contenant de fines particules en suspension (particules alimentaires ou bactéries) et
des molécules en solution (sels minéraux, petites molécules organiques). Elle est essentielle aux
réactions réalisées par les enzymes microbiennes. Cette phase permet I’imbibition des aliments. La
phase solide se concentre dans un amas fibreux en partie dorsale du rumen et a pour origine I’ingestion
d’aliments. Quant a la phase gazeuse elle comprend majoritairement les gaz issus des fermentations
microbiennes, ensuite €éliminés par 1’éructation.

Phase gazeuse

Phase solide

Phaseliguid=

Figure 11 - Stratification du contenu ruminal (Sadet, 2008)
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Le pH ruminal est compris entre 5,5 et 7,3 avec une valeur optimale autour de 6. Il varie au cours de la
journée mais il varie surtout en fonction du régime alimentaire, car il est la résultante d’un équilibre
entre des acides faibles et des bases faibles, issus des fermentations microbiennes et des substances
tampons apportées par la salive.

La salive a un pH voisin de 8,6 chez I’ovin. Son excrétion s’étend de 12 a 35 L/j/100 kg de poids vif
(soit environ 10 L par jour pour un ovin). Elle est constituée a 99 % d’eau, et contient un mélange de
cation et d’anions, permettant de tamponner le pH du contenu ruminal, notamment grace aux
phosphates (52 mEq/L) et bicarbonates (104 mEq/L). L’urée y est présente en quantité importante,
représentant 30 a 60 % de ’azote total. Elle contient également une lipase a faible activité, capable
uniquement d’hydrolyser certaines chaines courtes d’acides gras comme 1’acide butyrique et certains
acides hexanoiques.

La température du rumen, elle, est comprise entre 39 et 41°C, soit environ 1°C au-dessus de la
température corporelle. Elle augmente en fonction de I’intensité des fermentations ruminales et est
donc maximale dans les heures suivant le repas.

Le rumen abrite donc des conditions physico-chimiques trés particuliéres (Tableau 4) permettant le
développement d’un microbiote anaérobie trés actif, responsable de la dégradation de matiére
organique ingérée par la brebis.

Tableau 4 — Propriétés physico-chimiques du rumen, (adapté de Puniya et al.,, 2015; Jarrige,
Ruckebusch, 1995)

Taux de matiére séche moyen 10-18 %
Osmolarité 250-350 mOsmol/kg
pH 5,5-6,9 (6,4 en moyenne)
Potentiel oxydo-réducteur -350 a2 -400 mV
Température 38-41 °C

La digestion est a la fois mécanique et microbienne mais on ne retrouve pas de traces d’enzymes
gastriques de I’hote dans les compartiments pré-abomasaux. La digestion de la nourriture trés riche en
fibres est alors essentiellement permise par les micro-organismes ruminaux. Cette digestion est
influencée par le temps de rétention des aliments dans le réticulo-rumen (entre 30 et 50 heures), la
mastication, et I’ensemble des paramétres physico-chimiques.
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D- Le microbiote ruminal

Etant donné I"implication du microbiote ruminal dans la physiologie digestive des ruminants et de ce
qui en découle, des nombreuses études se sont intéressées a sa structure et son fonctionnement. Des
techniques ont donc été développées depuis les années 1960, avec en premier lieu des méthodes
d’isolement et de culture in vitro. Cette méthode, utilisée pendant plusieurs décennies, a permis
d’accroitre énormément nos connaissances sur le microbiote ruminal, et en particulier sur les aptitudes
physiologiques des micro-organismes (Palleroni, 1997). Cependant, de nombreuses limites découlent
de I'utilisation de milieux artificiels (Nocker et al., 2007). Il est en effet impossible de reproduire
I’ensemble des niches écologiques et les relations symbiotiques nécessaires pour supporter I’ensemble
du spectre de la diversité microbienne. Selon le milieu de culture, certaines souches bactériennes vont
se développer plus vite que in situ, d’autres moins vite voire pas du tout.

Des approches moléculaires, indépendantes des cultures, ont vu le jour pour pallier les défauts
évoqués, notamment les méthodes « Omics », schématisées par la Figure 12. Le géne codant I’ARN
ribosomal 16S microbien est un géne de choix pour caractériser les communautés microbiennes et les
interactions entre les micro-organismes présents dans le tractus gastro-intestinal, car il est trés
conservé chez les procaryotes, tout en ayant subi des variations de séquences sur certaines régions.
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Figure 12 - Processus des méthodes indépendantes des cultures possibles pour étudier la structure et le
fonctionnement du microbiote des animaux de rente (Deusch et al., 2015)
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Deux méthodes de pyrosequengage, 454 (Roche) et le séquencage par synthése (Illumina), sont
principalement utilisées pour les projets de génomique et de transcriptomique. Un important travail de
bio-informatique est ensuite nécessaire au traitement des données brutes récoltées afin d’extraire des
tables d’abondance fiables. C’est tout le travail de logiciels tels que FROGS (Find, Rapidly, Otuswith
Galaxy Solutions) développé par des chercheurs de 'INRA (Escudie et al., 2015).

Le rumen accueille un microbiote extrémement dense, diversifié, constitué de bactéries, d’archées, de
protozoaires de champignons et de virus. La composition absolue et relative de ce microbiote
influence directement les performances digestives et métaboliques de 1’animal. C’est essentiellement

les bactéries qui tiennent un role majeur dans la métabolisation des aliments et la synthése de protéines
et vitamines microbiennes, assurant a 1’organisme les ressources nécessaires a la production de viande
et de lait.

Tableau 5 - Composition du microbiote ruminal (Puniya et al., 2015)

Nombre/g de contenu ruminal Masse (% masse microbienne)
Bactéries 10"-10" 40-50
Protozoaires 10*-10° 40-50

- Archées méthanogénes 10"-10° 2-3
Champignons 10°-10° 3-4

‘ Bactériophages 10%-10° <0.1

1- Les bactéries ruminales

Identifiées trés t6t par Hungate (1966), les bactéries représentent plus de la moitié de la masse
microbienne du rumen, soit entre 10" et 10" bactéries/mL (Mackie et al., 2000) avec plus de 200
especes (McSweeney et al., 2005), dont une trentaine ne se retrouvent que dans le rumen.

Ces bactéries sont constamment ¢liminées par prédation par des protozoaires ruminaux, ou évacués
vers le feuillet et le reste du tube digestif. Néanmoins, ces pertes sont compensées par une croissance
réguliere de la population bactérienne.

Cette population peut étre divisée en 4 sous-populations majeures :

- La population de la phase liquide, composée de bactéries planctoniques, détachées des
particules alimentaires, consommant les sucres solubles du liquide ruminal. Elle représente 20
a 30 % de la population bactérienne totale.

- La population associ¢e a la phase solide, incluant les bactéries plus ou moins attachées aux
particules alimentaires, qui sont fondamentales dans les digestion des aliments (McAllister et
al., 1994). C’est environ 75 % de la population bactérienne totale (Koike et al., 2003).

- La population associée a 1’épithélium, représente une trés faible part, mais est beaucoup plus
diverse que les autres sous populations (Malmuthuge et al., 2012). Elle est méme considérée
comme plus intimement liée a 1’activité métabolique de I’hote que les autres sous populations
(Wallace et al., 1979).
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- Enfin, la population associée aux eucaryotes est formée des bactéries attachées a la surface des

protozoaires ou des spores de champignons représente moins d’ 1 % de la population
bactérienne totale (Miron et al., 2001).

Les deux premicres populations sont les plus documentées. Afin de les étudier plus en détail, plusieurs
classifications sont utilisées. La premiére suit la taxonomie phylogénétique (Figure 13), liée aux

homologies et différences du génome bactérien: de nombreuses études ayant porté sur le

pyroséquencage de ’ARNr 16S bactérien, ont mis en évidence trois embranchements majoritaires
dans le rumen des ovins : Firmicutes, Bacteroides, Proteobacteria (Tableau 6).
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Figure 13 - Arbre phylogénétique des principaux taxons bactériens présents dans le rumen, (selon
Michelland (2009) et Sadet (2008), réalisé a I’aide de I’outil Lifemap de de Vienne (2016))
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Tableau 6 — Abondances relatives de taxa sélectionnés, identifiés par pyroséquengage 454 du contenu
ruminal (phases liquide et solide) ou du fluide ruminal (phase liquide) (Castro-Carrera et al., 2014)

‘ Embranchement Contenu ruminal Fluide ruminal
‘ Bacteroidetes 69,2 76,4 )
25.9 18.9 Echantillon de 12 brebis Assaf,
106 165 ayant une alimentation composée a
’ ’ 40% de fourrage de luzerne et 60%
1,48 0,49 d’un concentré composé de mais
0,82 0,86 grain, de tourteau de soja, d’orge, de
0,60 0,72 pulpe de betterave, d’un aliment
0,53 0,57 minéral vitaminé, et de mélasse
0,15 0,18
0,14 0,09
0,02 0,01
0,005 0,00
0,004 0,00
0,003 0,01
0,00 0,00
Chloroflexi 0,00 0,00

Les bactéries ruminales peuvent aussi étre classées selon des critéres morphologiques (forme, mode de
groupement, présence ou absence de flagelles, nature de la paroi, mobilité...) ou encore selon des
criteres physiologiques (substrats, voies métaboliques...). Cette dernicre classification permet de
distinguer les bactéries dégradant les glucides (les bactéries cellulolytiques, hémicellulolytiques,
pectinolytiques, amylolytiques), les bactéries protéolytiques, les bactéries lipolytiques, les bactéries
utilisatrices des glucides simples et les bactéries utilisatrices des acides organiques, les bactéries
acetogenes, et les bactéries utilisatrices d’acide lactique. L’utilité de cette classification est de
regrouper des especes ayant une unité fonctionnelle au sein du rumen, et de facilit¢ ainsi la
compréhension de la digestion ruminale.

Nous allons nous intéresser aux bactéries du rumen a travers cette derniére méthode de classification.

o Les bactéries dégradant les glucides :

Deux types de substrats glucidiques sont dégradés par les bactéries : les glucides pariétaux (la
cellulose, les hémicelluloses et les pectines) et les glucides cytoplasmiques, I’amidon et les sucres
solubles. Une autre molécule est a la fois un produit des fermentations des glucides et un substrat pour
ces bactéries : le lactate.

o Les bactéries dégradant les glucides pariétaux (fibrolytiques)

Cette population se développe mieux avec un pH supérieur ou égal a 6,5 et elle produit
principalement de 1’acide acétique (C2) et de I’acide butyrique (C4).
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= Bactéries cellulolytiques
Les trois especes cellulolytiques majeures du rumen sont :

- Fibrobacter succinogenes (anciennement Bacteroides succinogenes), qui ne se multiplie qu’en
présence de cellulose, cellobiose et glucose, produisant principalement des acides succinique
et acétique, mais aussi de 1’acide formique.

- Ruminococcus flavefaciens, anaérobie et mésophile, qui lorsqu’elle est cultivée sur de la
cellulose produit un pigment jaune caractéristique. Elle utilise cellulose et cellobiose, et pour
certaines souches le glucose. Les produits finaux sont les acides formique et succinique, avec
des traces d’hydrogéne et de lactate.

- Ruminococcus albus, peut fermenter la cellulose et la cellobiose, mais pas le glucose ou
d’autre sucres. Elle produit du dihydrogéne, du dioxyde de carbone, de 1’éthanol, des acides
acétique, formique et lactique comme produits de fermentations majeurs. L’acide succinique
n’est pas un de ses produits, ce qui la différencie de R. flavefaciens.

Ces trois especes sont des anaérobies strictes, avec un pH optimal étroit (6-7). Elles possédent un
glycocalyx extracellulaire qui les aide a s’attacher a la cellulose.

= Bactéries dégradant ’hémicellulose

Il y a 4 bactéries principales qui digérent I’hémicellulose dans le rumen, et qui sont Butyrivibrio
fibrisolvens, Prevotella ruminicola, R. flavefaciens, et R. albus (Dehority, 2003) :

- B. fibrisolvens : les substrats de cette espéce incluent 1’hémicellulose mais n’y sont pas
restreints. Elle produit du C4, du dihydrogéne, du dioxyde de carbone, de I’acide formique, du
lactate, de I’éthanol et de faibles quantités de C2.

- P. ruminicola peut dégrader les hémicelluloses. Cependant ses principaux substrats sont
I’amidon et les sucres solubles, et elle produit les acide succinique, formique, acétique et
propionique (C3) et C2.

- Les deux autres ont déja été décrites.

= Bactéries dégradant la pectine

La pectine est le troisiéme glucide des parois végétales, présent a des pourcentages bien plus faibles
que la cellulose et hémicellulose. Sa fermentation est plus rapide et plus efficace que les autres
composés des parois cellulaires végétales. Les produits issus sont riches en C2 et pauvres en C4 et
lactate. Les principaux fermenteurs sont B. fibrisolvens, P. ruminicola, F. succinogenes (déja évoquées
précédemment), Lachnospira multiparus, et Succinivibrio dextrinosolvens :

- L. multiparus a une tres forte activité de dégradation de pectine purifiée, mais est limitée en ce
qui concerne la pectine des fourrages. Cependant sa multiplication est augmentée lorsqu’elle
est mise en culture avec Eubacterium limosum, reflétant une meilleure utilisation des pectines
en interaction avec d’autres espéces microbiennes.

- 8. dextrinosolvens peut fermenter la pectine mais aussi 1’arabinose, le xylose, le glucose, le
fructose, le galactose, le maltose, le sucrose et les dextrines (Dehority, 2003).

- P. ruminicola et F. succinogenes sont connues comme hémicellulolytiques, mais jouent un
role important dans la fermentation de la pectine. Elles produisent du C2 comme produit
prédominant.
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e Les bactéries dégradant les glucides cytoplasmiques et le lactate

Streptococcus bovis, Ruminobacter amylophilus, Succinimonas amylolytica et
Selenomonas ruminantium et P. ruminicola sont des espéces bactériennes qui digerent principalement
I’amidon. Il existe cependant des espéces bactériennes fibrolytiques avec des souches ayant également
une activité amylolytique, comme par exemple B. fibrosolvens ou encore F. succinogenes.

- S bovis peut rapidement fermenter ’amidon ainsi que de nombreux sucres solubles, et
produire de I’acide lactique (Dehority, 2003). Elle se développe quand le potentiel
d’oxydoréduction augmente. Elle peut se développer dans une gamme de pH allant de 4,5 a
6,7.

- R amylophilus ne peut fermenter que 1’amidon et le maltose, en produisant du C2, et des
acides formique et succinique.

- L’abondance ruminale de S. amylolytica est extrémement variable, et suit la richesse d’amidon
de la ration. Elle transforme amidon, maltose et galactose en acide succinique et en de faibles
quantités de C2 et de C3.

- S. ruminantium hydrolyse 1’amidon, produisant de 1’acide lactique, C2, C3 (Dehority, 2003),
avec pH de croissance optimal compris entre 4,3 et 4,4. Certaines souches peuvent également
utiliser le lactate.

Concernant les sucres solubles, ils peuvent étre fermentés par de nombreuses bactéries, qu’elles soient
fibrolytiques et/ou amylolytiques.

Une alimentation riche en concentrés favorise le développement de ces bactéries, avec un pH ruminal
inférieur a 6, qui diminue d’autant plus I’augmentation de la production de lactate. Les bactéries
utilisant le lactate ont alors un role clé afin maintenir le pH ruminal : c’est le cas de Veillonella
alcalescens, Megasphera elsdenii et de certaines souches de S. ruminantium.

o Les bactéries protéolytiques :

Il n’existe pas de bactérie spécifiquement protéolytique : ce sont en grande partie les bactéries
amylolytiques (et certaines bactéries fibrolytiques) qui exercent cette fonction. Prés de la moiti¢ des
souches bactériennes du rumen possédent une activité protéolytique a I’égard des protéines
extracellulaires (Jarrige, Ruckebusch, 1995).

Les espéces les plus actives et les plus fréquemment trouvées sont R. amylophilus, P. ruminicola,
B. fibrisolvenset S. ruminantium (Dehority, 2003). Cependant, ces espéces peuvent selon le régime
&tre remplacées par des especes sous-dominantes.

Les peptides produits par la protéolyse sont rapidement dégradés dans le rumen. Les acides aminés
sont ensuite en grande partie désaminés par P. ruminicola, S. ruminantium et M. elsdenii pour donner
de ’ammoniac et différents acides gras volatils.

o Les bactéries agissant dans le métabolisme des lipides :

Les lipides sont soumis a deux types de réaction qui s’enchainent : la lipolyse des esters d’acides gras
(AG) suivie par la biohydrogénation des acides gras insaturés (AGI) en acides gras saturés (AGS).
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La lipolyse des triglycérides est principalement réalisée par Anaerovibrio lipolytica. En effet cette
derniére posseéde une lipase (Henderson, 1971) capable d’hydrolyser les triglycérides, et ainsi former
des acides gras libres et du glycérol. Cette lipase n’est cependant pas efficace sur les galactolipides et
les phospholipides, qui peuvent néanmoins étre hydrolysés par une estérase, synthétisée par certaines
bactéries appartenant au genre Butyvibrio (Hazlewood, Dawson, 1979).

Les substrats et produits de principales especes bactériennes du rumen sont repris dans le Tableau 7.
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Tableau 7 - Substrats et produits des principales espéces bactériennes ruminales (Dehority, 2003 ; Chaumeton Justine, 2018)

Hydrolyse Substrats de fermentation Produits de fermentation
= 5 o = = & = o ] = e o) e = - e o = @ = = =
S ® & £ & 3|6 B 2 4 & &# & 3 <|< & & £ & a & £ ©
F. succinogenes + + + + + + + + + + + +
R. flavefaciens + + + + + + o + ¥ 3 2
R. albus + + + + + i + + + s %
B. fibrisolvens - -+ + + + + + + - + + + + + + + + +
P. ruminicola + + + + + + + + + + + i + + + +
L. multipara - + - + + + + + +
S. bovis + + + + + + + + + + + - +
R. amylophilus + + - + £ + + +
S. amylolytica + + + + + 3
S. ruminantium + + + - - - + + + + - + - + + - s
L. ruminis + oH
L. vitulinus + 4
M. elsdenii + + + + + + + + + + +
V. parvula 4 + +
A. lipolytica + + + + + 3 e
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La face interne du rumen, recouverte de papilles, est le lieu d’absorption des produits fermentés,
spécialement les acides gras volatils. La présence de bactéries associées a la surface épithéliale du
rumen a été démontrée assez tot sur des moutons, par microscopie ¢lectronique & balayage (Bauchop
et al., 1975). On sait depuis peu que la composition de ce microbiote « épimural » est trés distinct du
reste de la communauté ruminale (Liu et al., 2016), mais notre connaissance de leurs fonctions reste
assez limitée. Il a été démontré que ces bactéries sont impliquées dans le piégeage de 1’oxygene,
I’hydrolyse de I’urée (Jin et al., 2017) et le recyclage tissulaire (McCowan et al., 1978), et méme peut-
étre dans le métabolisme des acides aminés au niveau de la surface du rumen (Mao et al., 2015).
Certaines études tendent a montrer qu’elles jouent également un rdéle de protection de 1’épithélium
ruminal (Hungate, 1966 ; Kamra, 2005). Ces fonctions, distinctes de celles des bactéries du contenu,
suggerent donc un role différent de ce microbiote particulier, qui, selon une étude de Chen et al.
(2012), pourrait jouer un role dans I’expression de certains génes (en I’occurrence du géne exprimant
les récepteurs Toll-like, impliqués dans la réponse inflammatoire épithéliale).

2-  Les protozoaires

Les protozoaires ruminaux sont des organismes eucaryotes unicellulaires de 4 a 200 um de
diamétre, soit 20 a 100 fois plus grands que les bactéries mais 10* fois moins nombreux, représentant
jusqu’a la moitié de la masse microbienne (Jarrige, Ruckebusch, 1995).

On distingue parmi les protozoaires les flagellés et les ciliés.

Les connaissances sur les flagellés restent a ce jour limitées. En raison de leur petite taille, leur
contribution a la biomasse microbienne ruminale est considérée comme négligeable, malgré des
concentrations qui peuvent atteindre 10* protozoaires/mL.

Plus de 250 espéces de ciliés ont été identifiées dans les rumens des ruminants, avec une concentration
allant jusqu’a 10°/mL. Leur multiplication est assez lente (15-24 h) contrairement aux bactéries. Les
ciliés sont soit fixés sur des particules alimentaires, soit dans la phase liquide.

Les protozoaires ciliés sont représentés par deux groupes appartenant a la sous classe des
Trichostomatiae : les Holotriches et les Entodiniomorphes. Les premiers font partie de 1’ordre des
Vestibuliferida. Les seconds appartiennent a 1’ordre des Entodiniomorphida, sous ordre des
Entodiniomorphina, famille des Ophryoscolecidae. Les principaux genres rencontrés dans le rumen
sont le genre Entodiniumau sein des Entodiniomorphes, et les genres Isotricha et Dasytricha parmi les
Holotriches (Williams, Coleman, 2012).

L’étude des Holotriches a permis de mettre en évidence leur capacité a sécréter des amylases,
invertase, pectine esterase et polygalacturonase, en quantités suffisantes pour utiliser pectine, amidon,
et sucres solubles comme sources d’énergie. Elles possédent aussi des enzymes dégradant la cellulose
et les hémicelluloses, mais en quantité beaucoup moins importante que les Entodiniomorphes.

Aprés phagocytose, les Entodiniomorphes sont quant a eux capables de digérer au sein de leurs
vacuoles digestives les parois cellulaires et les chloroplastes. Certains ont donc une activité
cellulolytique.

IIs jouent un réle important dans la digestion des fibres et dans la modulation des profils fermentaires.
Ils utilisent beaucoup I’amidon et peuvent méme le stocker, permettant ainsi de réduire la production
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d’acides lors d’une baisse de pH ruminal. Leurs produits sont semblables a ceux des bactéries, en
particulier du C2, C4 et H,. Les bactéries méthanogénes du rumen y sont d’ailleurs attachées et vivent
sur leur surface pour un accés immédiat a H,. Certains protozoaires sont capables de protéger les
glucides facilement fermentescibles (sucres et amidon) des bactéries pouvant les utiliser (Kamra,
2005). Ainsi, ces sucres sont reldchés lentement pendant la journée, transformés en acides organiques
et sont a ’origine d’une source constante d’énergie pour I’animal sous forme d’acides gras a courtes
chaines.

Les ciliés du rumen ont également une activité protéolytique, mais dégradent en majorité des protéines
insolubles, en produisant de I’ammoniac et des acides aminés comme produits finaux. Leur
métabolisme azoté est essentiellement basé sur I’engloutissement des bactéries, méme s’ils possédent
des enzymes capables de digérer les protéines végétales. Cependant, 1’utilisation de ces substrats
protéiques microbiens réduit la quantité d’acides aminés microbiens disponibles pour la digestion
intestinale de 1’héte.

3- Les champignons anaérobies

Selon les études, les champignons représentent de 3 a 20 % de la biomasse ruminale. Leur présence a
¢été établie assez tard car ils ont été confondus avec des protozoaires flagellés jusqu’en 1975 (Orpin,
1975). On trouve principalement trois genres : Neocallimastix, Piromyces et Caecomyces.

Les champignons du rumen sont considérés comme les dégradeurs de fibres les plus efficaces et jouent
un grand role dans la dégradation des tissus lignifiés végétaux, a [’aide d’une grande variété
d’enzymes hydrolytiques, telles que des cellulases (Barichievich, Calza, 1990), hemicellulases
(Novotna et al., 2010 ; Mountfort, Asher, 1989), amylases, amyloglycosidases (Paul et al., 2004),
feruloyl, p coumaroylesterases (Borneman et al., 1990) et pectinases (Kopecny, Hodrova, 1995).
Cependant, leur croissance trés lente les rend peu présents dans le rumen et ont donc une action
mineure a faible, selon le temps de transit.

Ils ont également une activité protéolytique faible et leur contribution a la dégradation des glucides
cytoplasmiques est peu connue.

4- Les archées

Les archées méthanogenes sont considérées comme étant les premiers organismes de la planéte. Au
sein du microbiote ruminal, elles forment une population peu abondante (10°* a 10°/g), probablement
peu diversifiée et encore peu connue. On sait qu’elles utilisent le H, produit par le métabolisme
bactérien en conditions anaérobies pour réduire le CO, en CH,. Cette réaction permet de réduire la
teneur de dihydrogéne, qui en exces inhiberait les fermentations et donc le fonctionnement du rumen.
La symbiose entre ciliés et archées méthanogenes peut représenter jusqu’a 37 % de la production de
CH, du rumen (Finlay et al., 1994). Les Archées ne participent donc pas directement a la digestion
ruminale.
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5- Bactériophages

Présents 4 des concentrations autour de 10°/mL, les bactériophages (ou virus) forment I'un des
composés les plus abondants du rumen (Puniya et al., 2015). Il existe des phages spécifiques pour
chacune des bactéries et sont considérés comme pathogénes pour elles. Mais en lysant les cellules, ils
permettent de rendre les protéines bactériennes facilement disponibles aux animaux comme source
d’acides aminés. Malgré le manque de connaissances a leur sujet, ces phages et leurs enzymes
impliquées dans la lyse cellulaire représentent une opportunité pour controler les populations
d’archées méthanogénes et des autres communautés du rumen. Dans d’autres domaines, de
nombreuses études soulignent le fait que le virobiote est souvent omis, a tort, des études des
dynamiques des systémes biologiques complexes (Rohwer, Youle, 2011).

6- Interactions entre ces communautés

L’arrivée constante d’aliment, le mouvement constant du rumen ainsi que les conditions physico-
chimiques particuliéres permettent a une population dense de micro-organismes de s’y développer et
donne lieu a des interactions multiples entre toutes les espéces.

Le réseau biologique du rumen est capable de la dégradation compléte de la matiére organique ingérée
par ’animal, ce qu’aucun simple organisme ne serait capable enticrement. Des éléments alimentaires
complexes sont décomposés en sucres simples, transportés et fermentés par d’autres membres de la
communauté microbienne, qui vont produire des chaines d’acides gras, vitamines, et autres cofacteurs
bactériens utiles a la dégradation des particules alimentaires.

Le rumen est également le théatre de relations d’inhibition, comme 1’étude de Bernalier et al. (1993)
I’a démontré, avec une synthése d’un protéine inhibitrice de I’activité cellulolytique de certains
champignons par R. flavefaciens, mais aussi de prédation, notamment de la part des ciliés envers
certaines bactéries. Enfin, une é¢tude menée par Erickson et al. (2002) a mis en évidence la présence
d’homosérine lactones sous forme acylée dans le rumen, composé chimique intervenant dans la
détection quorum bactérien, c’est-a-dire 1’aptitude des micro-organismes a réagir selon la densité
bactérienne environnante.

7- Facteurs de variation du microbiote ruminal

Le microbiote ruminal est en renouvellement perpétuel et est soumis a de nombreuses variations, qui
peuvent étre physiologiques comme pathologiques. Ces variations sont dues a différents facteurs :

- L’alimentation :

L’alimentation est le facteur de variation du microbiote ruminal le plus étudié et le plus important. La
composition de I’alimentation fait varier le microbiote en favorisant les populations ayant le plus de
substrat a leur disposition. Une transition lente est alors nécessaire lors d’un changement de régime
alimentaire, afin de permettre au microbiote de s’adapter. Une corrélation entre alimentation et
microbiote ruminal chez les bovins mais aussi chez les ovins a été établie, sur plusieurs points.
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De nombreuses études démontrent une plus grande diversité microbienne ruminale chez les ovins
ayant une alimentation riche en fourrages, comparativement a un régime riche en concentrés, qui
entraine quant a lui un plus grand nombre d’OTU avec une abondance relative importante. Une
alimentation riche en concentrés favorise le développement des bactéries appartenant a
I’embranchement des Bacteroidetes, en particulier les Prevotella. Au contraire, une alimentation riche
en fourrages entraine une augmentation de 1’abondance relative de Proteobacteria, Acidobacteria,
Actinobacteria, S.dextrinosolvens, R. flavefaciens, F. succinogenes, et R. amylophilus (Ellison et al.,
2014 ;2017 ; Liu et al., 2019).

Chez les bovins des études similaires ont également démontré le lien trés étroit entre régime
alimentaire et microbiote ruminal, avec des résultats similaires en termes d’évolutions
populationnelles (Tajima et al., 2001 ; Renee M. Petri et al., 2013).

Le niveau de nutrition joue aussi un rdle dans 1’équilibre du microbiote ruminal. On observe des
populations plus abondantes de Bacteroidetes et Proteobacteria chez les ovins ayant un niveau
alimentaire plus ¢élevé, et une baisse de 1’abondance des Firmicutes. Au niveau des especes, ce sont les
bactéries P. ruminicola, R. flavefaciens, et S. dextrinosolvens qui décuplent lorsque le volume
d’alimentation augmente (Wang et al., 2017).

Lors du jeline, les protozoaires est la premiére population microbienne du rumen a étre touchée
(Leroy, 1987). Leur activité commence a décliner des le premier jour de di¢te, avant de disparaitre
aprés 72 heures. De méme, les bactéries sont mises a mal par une période de jeline : leur nombre
diminue progressivement les premiers jours, puis atteint des valeurs trés faibles aprés 4 a 5 jours de
diete. Lors de la disparition des protozoaires ruminaux, une augmentation des populations bactériennes
est observée. La multiplication des bactéries s’explique par 1’absence de I’activité prédatrice des
protozoaires.

Il existe une variation quantitative de la population bactérienne du rumen en lien avec la prise
alimentaire. En effet, des chercheurs ont constaté sur des vaches recevant un repas quotidien, une
diminution du nombre de bactéries ruminales jusqu’a 4 heures aprés le repas, suivie d’une
augmentation jusqu’a atteindre une valeur maximale 16 heures apres le repas (Leedle et al., 1982). La
diminution initiale peut s’expliquer par la dilution des populations bactériennes par les aliments et la
salivation. Quant a I’augmentation observée par la suite, elle serait due a la croissance bactérienne en
réponse a I’apport de nutriments.

L’ingestion de probiotique modifie, sans surprise, la composition du microbiote ruminal. Une
orientation bénéfique est en effet recherchée lors de leur utilisation et c’est bien le cas dans 1’étude de
Schofield et al. (2018) chez la brebis avec un aliment contenant 2,85 X 10° UFC spores de
Bacillus amyloliquefaciens H57. Cependant, dans cette méme étude, ce probiotique n’a entrainé
aucune modification significative du microbiote ruminal chez les veaux agés d’un mois.

La modification du microbiote ruminal lors de supplémentations en huiles végétales ou animales a
¢galement été démontrée. Belenguer et al. (2010) I’ont observée en ajoutant 2 % d’huile de tournesol
dans I’alimentation d’un lot de brebis en lactation, 1 % d’huile de poisson dans la ration d’un autre et
la somme des deux pour un troisiéme lot, comparant chacun d’eux a un lot contréle. C’est notamment
la population des Butyrivibrio qui a été le plus affectée.

L’effet d’un déchet de la production de biocarburant a base d’algue, appelé Résidu de Post-Extraction
d’Algues (PEAR), sur la population microbienne a également été observé, par McCann et al. (2014).
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11 se trouve par exemple que I’abondance relative des Firmicutes dans la fraction liquide augmente de
maniére significative avec la supplémentation en PEAR.

Un impact sur le microbiote épimural est également observé, avec par exemple chez les ovins un
changement de proportion d’abondance des Firmicutes et des Bacteroidetes lors d’un régime a base
de fourrages (respectivement 50 et 33 %) et lors d’un régime a base de concentrés (Sadet-Bourgeteau
et al., 2010). De moindres modifications ont été observées chez les bovins (R. M. Petri et al., 2013).

- L’age de I’animal :

La colonisation du rumen par des micro-organismes s’effectue trés t6t dans la vie du ruminant. Dés les
deux premiers jours, une communauté d’espéces aéro-anaérobies s’installe, préparant 1’apparition dans
les cinqg jours qui suivent des populations de bactéries cellulolytiques, méthanogenes, mais aussi de
champignons anaérobies, caractéristiques du ruminant adulte. Ces installations sont indépendantes du
régime alimentaire, étant donné que le rumen ne joue aucun role fonctionnel a cet age-l1a. En effet, la
présence d’une « gouttiére cesophagienne » conduit le bol alimentaire de 1’cesophage a la caillette sans
passer par le rumen (Fonty et al., 1987).

Si a un age plus avancé cette évolution est dépendante de 1’alimentation, il a ét¢ démontré qu’elle est
aussi dépendante de 1’age, puisque des bovins de six mois ont par exemple une composition de leur
communauté ruminale significativement différente des bovins de deux ans, a régimes alimentaires
identiques (Jami et al., 2013). Cette différence n’est pas étonnante compte tenu des différences
anatomiques du rumen entre ces deux stades physiologiques.

Jewell et al. (2015) ont étudié la variation du microbiote ruminal de bovins au cours des deux
premieres lactations. Et si la représentation par Analyse de Composantes Principales (PCA) ne montre
pas clairement d’évolution, il y a tout de méme neuf familles bactériennes ayant des abondances
significativement différentes entre les lactations (BS7/ des Bacteroidales, Erysipelotrichaceae, F16
des TM7, Fibrobacteraceae, Lachnospiraceae,  Mogibacteriaceae  des  Clostridiales,
Paraprevotellaceae, Pirellulaceae et Prevotellaceae), avec deux embranchements qui voient leur
abondances diminuer de moitié (Proteobacteria et Synergistetes). Une augmentation significative de la
diversité microbienne de la phase liquide a également lieu entre les deux lactations, sans modifications
de la richesse du microbiote.

- Autres parameétres physiologiques :

Il existe de nombreux autres facteurs de variation physiologiques du microbiote ruminal, surtout
¢tudiés chez les bovins, comme la localisation géographique (Sundset et al., 2007), la saisonnalité
(Orpin et al., 1985), la photopériode (McEwan et al., 2005), le niveau de stress (Uyeno et al., 2010),
I’environnement (Romero-Pérez et al., 2011), la race (Hernandez-Sanabria et al., 2013 ; Li, Hitch, et
al., 2019 ; Li, Li, et al., 2019), I’utilisation d’antibiotiques (Kleen et al., 2003), ou encore le stade
physiologique. Ce dernier facteur a été étudié par Lima et al. (2015), qui a établi que les abondances
des bactéries appartenant aux familles Butyrivibrio, Succinivibrio, Selenomonas, et Ruminobacter
permettaient de distinguer les primipares des multipares. Une différence significative des abondances
de Fibrobacter, Ruminobacter, Selenomonas, Butyrivibrio, et Succinivibrio est démontrée entre les
vaches en pré-partum et celle en post-partum. Une baisse significative de la diversité du microbiote
ruminal (Chaol et Shannon) apres le vélage est également observée.
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Enfin, il est important de noter qu’il existe une trés grande variabilité individuelle de la composition
du microbiote ruminal au sein d’un groupe d’animaux homogéne en tous points, avec la méme
alimentation (Jami, Mizrahi, 2012) ou subissant les mémes changements alimentaires (Zhou et al.,
2012). Cette variabilité est a modérer puisque des relations phylogénétiques entre les microbiotes
ruminaux individuels sont tout de méme observées, suggérant une sélection de bactéries
génétiquement proches, effectuée par la niche écologique ruminale pour des animaux ayant des
conditions de vie similaires.

- Variations pathologiques

Les variations du microbiote peuvent également &tre pathologiques, c’est par exemple le cas lors
d’acidose ruminale (Nagaraja, Titgemeyer, 2007), maladie trés courante en élevage bovin laitier et
beaucoup moins fréquente chez les petits ruminants. Elle est due a la consommation sur une durée trés
bréve d’une ration riche en glucides rapidement fermentescibles (acidose lactique aigué, ou ARLA) ou
sur une période prolongée (acidose subaigué, ou ARSA). Si des facteurs tels que le type d’aliment et
ses conditions de distribution et d’ingestion peuvent favoriser son apparition, c’est tout de méme
fréquemment des aliments riches en amidon qui sont en a 1’origine. La majorité des acidoses ruminales
apparaissent pendant des périodes de transition alimentaire, lors du passage d’une ration a faible
proportion de concentrés a un régime riche en concentrés. L’apport de concentré peut n’étre pas
suffisamment étalé dans le temps lors de cette période critique, pour permettre 1’adaptation de la
population ruminale. La petite taille des particules alimentaires est aussi un facteur favorisant
I’acidose, augmentant la possibilité de dégradation bactérienne et donc la fermentescibilité. Elle
entraine également une plus faible mastication et une plus faible production de salive, dont le pouvoir
tampon n’est alors plus suffisant.

ARILA :

Tout d’abord, la grande quantité d’amidon ingérée entraine une production importante d’AGV, faisant
diminuer le pH ruminal. La composition du microbiote est alors modifiée, avec une mort des
protozoaires & un pH inférieur a 6, suivi par les bactéries fibrolytiques (pH < 5,5). Le stockage de
I’amidon par les protozoaires n’a plus lieu, accélérant le processus d’acidose. Les lactobacilles et
S. bovis deviennent prédominants, ces derniers orientant leur métabolisme vers la production d’acide
lactique, au lieu de la synthése d’AGV. Le lactate continue alors a s’accumuler, et le pH ruminal a
diminuer. En dessous d’un pH de 5, S. bovis et les bactéries lactolytiques, elles aussi, ne se
développent plus, laissant les lactobacilles atteindre jusqu’a 90 % de la flore bactérienne a des pH
autour de 4,5. Ces modifications microbiennes et chimiques s’accompagnent de signes cliniques, tels
qu’un syndrome de choc hypovolémique, des diarrhées aigu€s, avec un pronostic sombre sans
intervention thérapeutique.

ARSA :

Tout comme I’ARLA, I’ARSA est causé¢ par une quantité excessive d’aliment concentré avec un
niveau faible en fibres. Mais dans le cadre de cette pathologie, la population microbienne s’adapte et
un grand nombre d’organismes produisant et consommant le lactate sont présents. La proportion de
fibrolytiques décroit, tandis que les espéces fermentant 1’amidon et le glucose proliférent. Le lactate ne
s’accumule pas car il est rapidement consommé. On a alors un taux de fermentation élevé avec des
concentrations €levées en acides gras volatils, résultant en une acidit¢é modérée chronique du pH
ruminal, entre 5 et 5,5. Les acides butyrique et propionique voient leurs proportions augmenter par
rapport a 1’acide acétique et stimulent la production de papilles ruminales, pouvant aller jusqu’a sa
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parakératose. Cette hyperkératinisation diminue I’absorption des acides gras volatils et augmente les
risques d’inflammation, qui peut conduire a des pénétrations tissulaires bactériennes avec des
disséminations au foie. Cela résulte assez fréquemment en des abcés hépatiques, sans signes cliniques,
mais diminuant la productivité des animaux (Smith, 2015).

La pertinence des analyses de microbiote est a modérer, car des facteurs expérimentaux peuvent
¢galement perturber la fiabilité des résultats, comme la méthode, le licu et le moment de prélévement
(Leedle et al., 1982) du contenu ruminal et la méthode d’extraction de d’ADN (Li et al., 2009 ;
Henderson et al., 2013). Afin de comparer des données, il est donc nécessaire de prendre en compte
ces facteurs de variation pour ne pas mener a de mauvaises interprétations.

Enfin, il convient de rappeler que, malgré les nouvelles techniques d’identification, une grande partie
du microbiote ruminale reste a ce jour non identifiée. En 2018, le projet Hungate1000 visant a établir
un catalogue des micro-organismes ruminaux le plus complet possible, a estimé a 75 % la couverture
du génome ruminal connu (Seshadri et al., 2018).
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I1I- Liens établis entre microbiote ruminal et productions animales

70 % de 1’énergie métabolique des ruminants provient de la dégradation des composants alimentaires
par les fermentations microbiennes (Bergman, 1990). En ce sens, on peut facilement supposer que les
acteurs de ces fermentations jouent un role important dans la modulation des caractéres de production
des ruminants. Nous allons voir a travers quels outils nous pouvons établir d’éventuels liens et quels
sont-ils.

A- Outils de I’évaluation de la relation entre composition du microbiote ruminal et
productions animales

1- Indices de diversité

Les indices de diversités sont des indicateurs de biodiversité utiles pour caractériser une composition
du microbiote. Il en existe deux sortes :

- Les indices d’a-diversités mesurent la diversité au sein d’un échantillon prélevé a un moment
donné. Parmi celles-ci nous allons utiliser :

o La richesse spécifique (Species richness, ou Observed), qui n’est autre que le nombre
d’OTU différents observés.

o L’indice de Shannon, qui représente la largeur de la distribution des abondances
relatives d’OTU. Grossi¢rement, il représente notre habilité a prédire I’OTU d’une
bactérie prise au hasard et ’homogénéité de la distribution de la biodiversité.

o L’indice de Simpson, correspondant a 1 — la probabilité que deux bactéries, prises au
hasard dans la communauté, appartiennent a deux OTU différents.

- Les indices de B-diversités servent a représenter les différences ou similitudes entre deux
¢chantillons donnés. Ils peuvent étre calculés de plusieurs fagons, dont deux particuliérement
utilisées pour les microbiotes :

o La méthode Bray-Curtis consiste a calculer la dissimilarité entre deux communautés,
basée sur la formule suivante :

2>°Y  min(Ny;, Ni.)
fl (NU -+ ﬁ‘rf.k)

BCj =1-

ou N,-j est I’abondance de I’espéce i dans 1’échantillon j et /N, I’abondance de cette
méme espece dans 1’échantillon k.

o L’indice de Jaccard, quant a lui, est plus grossier et est égal au rapport entre le nombre
d’espéces communes aux deux communautés et le nombre total d’espéces.

Ces différents indices vont nous permettre d’affiner notre étude des microbiotes ruminaux, et de
comparer des animaux ayant des caractéres de production différents. Cependant, la comparaison des
abondances d’espéces microbiennes particuliéres reste également intéressante.
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2- Indices d’efficacité zootechnique

Pour qualifier la performance de production d’un animal, le Residual Feed Intake (RFI) est un outil
intéressant. Il correspond a la différence entre la quantité d’aliment ingérée réellement par 1’animal et
celle théoriquement ingérée selon ses besoins de production. Par définition, les animaux ayant un RFI
¢levé peuvent donc étre qualifiés de moins efficaces que ceux ayant un RFI faible ou négatif. Il
permet d’établir de maniére identique une efficacité alimentaire pour des animaux dont le produit est
différent.

Le Gain Moyen Quotidien (GMQ, ou ADG pour Average Daily Gain), correspondant a la variation
journaliére de poids, est un indice utile, mais ne concerne que la production de viande lors de la
période de croissance ou d’engraissement.

La production laiti¢re est également un facteur zootechnique intéressant. Cependant 1’alimentation des
vaches laitiéres et en général indexée sur leur production, ce qui ne permet pas de rendre compte de
I’efficacité de la valorisation alimentaire. L’indice du GFE, pour Gross Feed Efficiency, est alors plus
adapté. Il est calculé comme le rapport ECM/DMI, respectivement Energy-Calculated Milk (égal a
Quit X [0.0327 + (0.1296 x TB) + (0.072 x TP)] ) et Dry Matter Intake (la quantité de matiére séche
ingérée).

B- Composition du microbiote ruminal et performance

De nombreuses études recherchant des différences de diversité microbienne entre des groupes
d’animaux différents par leurs niveaux de production ou d’ingestion n’ont rien révélé de significatif
(Myer et al., 2015 ; Jewell et al., 2015 ; Li, Guan, 2017).

D’autres études ont cependant démontré que le microbiote ruminal des vaches « inefficaces », c'est-a-
dire avec un RFI élevé, est caractérisé par une plus grande a-diversité de taxons(que ce soit des
embranchements, classes, ordres, familles, genre et OTU), soulignant un plus grand nombre de voies
métaboliques utilisées que chez les vaches «efficaces » (RFI faible) (Shabat et al., 2016).
Inversement, la communauté bactérienne ruminale des vaches efficaces posséde des taxons plus
dominants qui utilisent moins de voies métaboliques différentes, ce qui est énergétiquement plus
rentable pour ’animal. Shabat et al. (2016) décrivent ainsi une différence significative des indices de
Simpson en faveur des vaches ayant un RFI élevé. La diversité microbienne apparait alors comme
négativement associée a la capacité du microbiote a subvenir aux besoins énergétiques de son hote.
Cette méme équipe a donc tenté d’expliquer ce lien par ce modéle schématique (Figure 14) : a partir
des mémes substrats une diversité importante des micro-organismes induit une diversité de produits,
réduisant ainsi la part des produits impliqués dans les voies métaboliques les plus efficaces.
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Figure 14 - Mode¢le proposé par (Shabat et al., 2016) pour expliquer les différences d'efficacité
alimentaire chez les ruminants

Des comparaisons d’a-diversités (Shannon et Simpson) sur le microbiote de vaches laiticres
ont montré une richesse et une uniformité du microbiote plus faibles chez les vaches hautes
productrices de lait par rapport aux basses productrices (Mu et al., 2019), confortant le modeéle évoqué
précédemment.

En analysant les différences microbiennes entres des animaux efficaces ou non, une connexion entre la
composition ruminale en AGV, bactéries ruminales et efficacité¢ de production a été mise en évidence
par Hernandez-Sanabria et al. (2010).

L’embranchement des Firmicutes semble avoir un effet positif sur 1’efficacité alimentaire. Myer et al.
(2015) décrivent une corrélation positive de I’abondance de bactéries de cet embranchement sur le
GMQ. De méme, Tong et al. (2018) trouvent une production laitiere plus importante chez les animaux
possédant une grande abondance de bactéries Firmicutes parmi leur microbiote ruminal. Cependant,
au sein de cet embranchement toutes les classes et familles ne permettent pas une amélioration des
productions animales. L’étude de Jewell et al. (2015) montre que les bactéries de la classe des
Clostridia auraient tendance a étre liées a une efficacité alimentaire plus faible. Une corrélation
positive entre I’abondance de Clostridia et le RFI sur les mémes animaux confirme ce lien. De méme,
au sein de cette classe, des effets différents sont observés selon les familles : lien positif avec le RFI
pour la famille des Lachnospiraceae (Jewell et al., 2015 ; Myer et al., 2015 ; Shabat et al., 2016 ;
Indugu et al., 2017), lien négatif pour la famille des Ruminoccaceae (Jewell et al., 2015 ; Shabat et al.,
2016 ; Indugu et al., 2017) et le genre Clostridium (Jewell et al., 2015).

En ce qui concerne I’embranchement des Bacteroidetes, Tong et al. (2018) montrent, contrairement a
I’embranchement précédent, une corrélation négative entre abondance microbienne et production
laitiere, ce qui semble conforté par 1’étude de Mu et al. (2019). La classe des Bacteroidales semble
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¢galement avoir un effet similaire. De par son état de genre le plus présent dans le rumen, de
nombreux travaux se sont intéressés a la relation entre des bactéries du genre Prevotella et I’efficacité
alimentaire des animaux. Si certaines études concluent a une corrélation négative (Carberry et al.,
2012), d’autres ont des résultats qui différent selon 1’espéce de Prevotella (Jewell et al., 2015). La
grande diversité du genre Prevotella ainsi que les multiples voies métaboliques qu’elle peut emprunter
sont des hypothéses pouvant expliquer ces résultats contradictoires. Par ailleurs, Indugu et al.(2017)
décrit le genre Prevotella comme favorisant la production laitiére des vaches.

Si les études de Mu et al.(2019) et Tong et al.(2018) avaient des résultats similaires pour les bactéries
de ’embranchement des Bacteroidetes, ce n’est pas le cas pour celles appartenant aux Proteobacteria.
La premiére en voit la proportion augmenter chez les vaches hautes productrices, alors que la
deuxieme étude observe le contraire.

Quels que soit I’embranchement, de nombreuses espeéces bactériennes ont été caractérisées comme
significativement différentes entre des groupes de ruminants d’efficacité différentes. Cependant les
données sont ¢galement souvent contradictoires d’une étude a ’autre. C’est par exemple le cas de S.
dextrinolsolvens, décrite par Shabat et al.(2016) comme présente en fréquence significativement plus
¢levée chez les bovins inefficaces, mais ayant un effet ambivalent dans 1’étude de Hernandez-Sanabria
et al.(2012).

Des études similaires ont également été menées pour étudier les rapports entre le microbiote ruminal

et les émissions de méthane (Wallace et al., 2015), I’acidose ruminale subaigu€ (McCann et al., 2016),
et la composition du lait dont nous allons approfondir 1’état des connaissances.
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C- Modification de la composition du lait selon le microbiote ruminal

Le rapport d’abondances Firmicutes/Bacteroidetes intestinales avait été décrit chez ’Homme et chez
la souris comme ayant un effet sur la masse adipeuse et 1’accumulation énergétique (Ley et al., 2006 ;
Turnbaugh et al., 2006). C’est en utilisant cette donnée, qu’une corrélation trés importante entre le
taux butyreux du lait de vache et le rapport Firmicutes/Bacteroidetes ruminal a été établie sur les
vaches laitiéres de I’é¢tude de Jami et al. (2014). Ce lien était quasiment exclusivement dirigé par la
trés grande abondance du genre Prevotella, appartenant aux Bacteroidetes, qui lui, est corrélé
négativement au taux butyreux du lait. Malgré la solidité du mod¢le alors établi (Pearson R = 0,72,
P =2 x 107), Lima et al. (2015) n’ont quant a eux pas réussi a établir ce lien avec leurs données, ni
pour le taux butyreux ni pour le taux protéique.

Toujours dans 1’étude de Jami et al. (2014), une analyse de type matrice de corrélation lin¢aire de
Pearson a été réalisée sur les genres présents a des abondances supérieures a 0,1 % dans au moins un
¢chantillon, et présents dans au moins la moitié¢ des échantillons ruminaux. Les résultat sont présentés
dans la figure 15.

Dans I’embranchement des Firmicutes I’abondance de plusieurs taxons bactériens étudiés est corrélée
positivement au taux butyreux du lait, la plupart appartenant a 1’ordre des Clostridiales.

Des genres issus d’autres embranchements ont également montré des corrélations avec le taux
butyreux du lait, comme par exemple Desulfovibrio des Proteobacteria.

Parmi les Actinobacteria, on a a la fois Bifidobacterium et Lactobacillus qui montrent une corrélation
positive avec le taux butyreux.

Une corrélation positive significative entre quatre genres de 1’ordre des Coriobacteriales et la teneur
en lactose du lait a été observée, dont I'un est également positivement corrélé a la production laiticre
moyenne. Le fait que ces taxons soient phylogénétiquement proches suggére qu’ils partagent des
fonctions qui affectent la physiologie de 1’h6te d’une maniére similaire. On a également Mitsuokella et
Desulfovibrio qui sont positivement corrélés a la teneur en lactose du lait.
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Figure 15 - Corrélation entre l'efficacité des paramétres et I'abondance des taxons bactériens (Jami et al., 2014).

Les fortes corrélations sont représentées par de grands carrés, les faibles corrélations par de petits carrés. L’échelle de couleur indique si la corrélation est
positive (plus proche de 1 en bleu) ou négative (plus proche de - 1 en rouge) entre le taxon bactérien et les paramétres zootechniques. Le code couleur permet
de regrouper les taxons par embranchement : Actinobacteria (vert), Bacteroidetes (bleu), Firmicutes (rouge), Proteobacteria (orange), Spirochaetes (violet),
Tenericutes (bleu clair), TM7 (olive), Cyanobacteria (noir).
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Indugu et al. (2017) ont établi une matrice similaire dans leur étude, avec les genres les plus abondants
des embranchements Bacteroidetes, Firmicutes et Proteobacteria (Figure 16). Tous les taxons
bactériens appartenant aux Firmicutes ont montré une corrélation positive avec les taux butyreux et
protéiques du lait, excepté Christensenellaceae, Coprococcus, Erysipelotrichaceae, Lachnospiraceae,
Shuttleworthia et Veillonellaceae.

On remarque dans ces deux études, qu’en général, les taxons bactériens positivement corrélés a la
production laitiére le sont négativement au taux butyreux et au taux protéique. Une hypothése
explicative est la dilution des taux qu’entraine une augmentation de la quantité globale de lait sans
augmentation de la quantité de protéine ou de gras dans le lait.

Si nous n’avons regardé que les paramétres phénotypiques des productions animales, d’autres travaux
s’intéressent aux liens entre génétique de I’hote et son microbiote ruminal.
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Figure 16 - Corrélation entre l'efficacité des paramétres et I'abondance des taxons bactériens (Indugu et al., 2017)

L’échelle de couleur indique si la corrélation est positive (plus proche de 1 en bleu) ou négative (plus proche de - 1 en rouge) entre le taxon bactérien et les
parametres de production. Les couleurs des taxons rouge, vert et bleu, indiquent I’embranchement, respectivement Bacteroidetes, Firmicutes et Proteobacteria
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D- Lien entre génétique de I’hote, productions animales, et composition du microbiote
ruminal

1- Héritabilité des caracteres de production laitiére chez la brebis

L’héritabilité des caractéres de production est un paramétre trés important dans toutes les filiéres
d’animaux de production, puisque la reproduction et le renouvellement sont au cceur des intéréts des
¢levages. L’évolution du troupeau dépend en grande partie des choix réalisés par 1’éleveur en termes
de reproducteurs, mais également du travail des sélectionneurs.

L’outil de choix pour étudier cela en génétique animale est 1’héritabilité (h?), défini comme la part de
variation d’un caractére quantitatif (mesurée sur les individus d’une population) due a la génétique
(valeur génétique additive). II correspond alors a un indice d’efficacité selon laquelle on pourra
sélectionner un caractére. En ce qui concerne les parametres de la fonction laitiere chez les brebis,
plusieurs travaux se sont penchés sur les valeurs d’héritabilité.

Dés 1987 des valeurs d’héritabilité de plusieurs caracteres de production laitiére de premiére lactation
ont été établis par Barillet et Boichard (1987), par décomposition de la variance et de la covariance
entre demi-sceurs de pére, selon 3 méthodes décrites par Henderson (1953) (Tableau 8). Cette étude a
¢été réalisée a partir d’un fichier de 1 487 agnelles de race Lacaune, issues de 102 béliers de testage et
74 males de service.

Tableau 8 - Estimations des héritabilités pour les caractéres sur la lactation totale de brebis en
premiére lactation (Barillet, Boichard, 1987)

Analysis

Trait Abbreviation I 11 111

h3 hl h2
Days of milking . .. .............. D 0.07 £ 0.08 | .08 £ 0.08 | 0.09 + 0.09
Milk yield . ................... M 0.29 % 0.10 | 0.27 £ 0.09 | 0.27 £ 0.10
Daily milk production . ........... DM 028%0.100.29+0.09 | 0.26 + 0.10
Corrected milk yield ............. cM 032+ 0,10 { 0322010 | 0.30 +0.10
FAEVIEIR wo cmvpmn semseassswmwn &2 F 0.26 £ 0.10 | 0.27 £ 0.09 | 0.23 + 0.09
Corrected fat yield . ... ... ......... CF 028 £ 010} 029 £ 0.09 | 0.25 £ 0.10
Protein yigld: cosenn snvmnm i s P 024 £ 009 | 022 +0.09 | 022 * 0.09
Corrected protein yield . . .. ... ... .. cpP 027 £0.10 ] 0.26 £ 0.09 | 0.26 £ 0.10
Average useful yield . ............ v 028 +0.10 | 0.27 £ 0.09 | 0.26 £ 0.10
Fat percent . . .. ................ F% 0.49 + 0.11 | 0.62 + 0.11 | 0.57 = 0.12
Protein percent . .. .............. F% 0.47 £ 0.11 | 0.53 £ 0.11 | 0.52 + 0.11
Average useful content . . ... ....... U% 0.58 £ 0.12 | 0.65 £ 0.12 | 0.66 £ 0.12
Fat percent/Protein percent . . . ... ... F% /P% 0.27 £ 0.10 | 0.37 + 0.10 | 0.29 = 0.10

CM=kM;CF=kF;CP=kP;aveck=220/(D+ 60)
U=(CF + 1,85 CP) /2 ; U% = (F% + 1,85 P%) / 2

Les trois types d’analyses semblent cohérents entre eux. Si la durée de lactation semble étre un facteur
faiblement héritable, tous les autres ont des valeurs d’héritabilité élevées.
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Concernant ces héritabilités, 1’étude de El-Saied et al. (1998) a été réalisée via une analyse multi-
caractéres et un modéle animal de répétabilité a partir de données d’un unique élevage, sur 6 917
lactations issues de 1 569 brebis Churra, étalées sur 20 ans. Les caractéres sélectionnés étaient la
production totale laitiére, la production laitiére standardisée et la durée de lactation. Les valeurs
d’héritabilité de ces caractéres ont été estimées respectivement a 0,27 + 0,036, 0,25 = 0,034,
0,015 + 0,010, ce qui semble rationnel compte tenu des valeurs précédemment données.

Des études plus récentes se sont intéressées a 1’héritabilité de la concentration en cellules somatiques
(CCS) dans le lait de brebis laitiéres, facteur clé dans la gestion des mammites sub-cliniques. Rupp et
al. (2003) I’ont étudié a partir de données issues de 94 445 et 45 499 brebis Lacaune en premiére et
deuxiéme lactations. Ils ont obtenu un h? modéré (0,13), similaires pour les deux premiéres lactations
en ce qui concerne les moyennes des CCS par lactation. Des valeurs d’héritabilité de la production
laitiére totale, des taux butyreux et protéiques ont également été estimées dans cette étude, avec
comme valeur respectivement 0,30, 0,40 et 0,60.

Ces valeurs d’héritabilité soulignent I’importance de la génétique et de la sélection dans 1’amélioration
des troupeaux de brebis laitieres, notamment en ce qui concerne les taux de matiéres protéiques et
grasses.
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2- Héritabilité du microbiote ruminal

L’importance du microbiote ruminal a conduit a 1’étude de son héritabilité, notamment par Wallace et
al. (2019) a partir de données issues de 650 bovins de race Prim’Holstein. Cette équipe a estimé les
valeurs d’héritabilité de 39 OTU du « noyau » du microbiote ruminal (Figure 17).
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Figure 17 - Analyse d'héritabilité basée sur la matrice de parenté génétique (GRM) de 39 OTU
microbiens significativement corrélés au génotype animal (Wallace et al., 2019)

Des valeurs comprises entre 0,2 et 0,6 révélent une héritabilité importante de 1’abondance de ces
taxons dans le rumen des bovins étudiés.

Chez les ovins, une étude menée par Marie-Etancelin C et al. (2018) s’est portée sur le déterminisme
génétique du microbiote ruminal. A partir de 369 brebis Lacaune, des estimations de ’héritabilité ont
¢été réalisé a I’échelle des genres : pour les 139 genres bactériens identifiés, les valeurs varient entre
0,00 et 0,49 (= 0,11), avec 22 % des genres ayant une héritabilité supérieure a 0,1. Les genres les plus
héritables (h? > 0,25) sont Ruminococcaceae UCGO02, Lachnospira, Atopobium et Oscillospira.

Tout comme pour les caractéres de production laitiere, on a donc des valeurs d’héritabilité non
négligeables, qui soulignent la part de la génétique de 1’h6te dans la composition de son microbiote
ruminal.
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3- Lien entre génétique de I’hote, métagénome ruminal et performance laitiére chez la brebis

A notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée sur ’ensemble de ces trois facteurs en méme
temps. C’est dans le cadre de ce manque de données que s’inscrit notre travail : étudier le microbiote
de brebis sélectionnées sur leur persistance laitiére (c'est-a-dire la capacité a maintenir un haut niveau

de production laitiére le plus longtemps possible au cours d’une lactation) sur 3 années/lactations
successives.

58



DEUXIEME PARTIE :
ETUDE EXPERIMENTALE




I- Présentation de I’étude

Notre étude s’appuie sur un programme de recherche du laboratoire GenPhySE (Génétique,
Physiologie et Systémes d’Elevages) de 'INRAE (Institut National de Recherche pour 1’agriculture,
I’alimentation et I’environnement) de Toulouse, qui est porté par le Pr. Annabelle Meynadier et
Mme Christel Marie-Etancelin. Les données proviennent d’une partie du troupeau de brebis laitiéres
de I’Unité Expérimentale INRAE de La Fage, située a c6té de Roquefort-sur-Soulzon.

Nous avons alors pour objectifs de :

- voir si la sélection sur la persistance laitiére modifie le microbiote ruminal des brebis laiticres
- observer la stabilité du microbiote ruminal au cours des lactations successives de ces brebis

11- Matériels et méthodes

A- Animaux

Pour répondre a cette problématique, un suivi de performances a été réalis€ sur des brebis du méme
age durant 3 lactations successives appartenant a deux lignées génétiques divergentes pour la
persistance laitiere durant la lactation : 22 brebis de génotype ayant une persistance de la production
laitiére élevée (PERS+), et 22 brebis ayant une persistance de la production laitiére faible (PERS-).

Les brebis étaient logées en stabulation libre sur aire paillée. Les animaux recevaient tous la méme
ration a horaires fixes, représentant en moyenne 3,32 kg de matiére séche ingérée. Elle était composée
d’une base de foin et d’ensilage d’herbe (dactyle et de luzerne), équilibré par un concentré brebis
laitiére (pour une moyenne ingérée de 278 g/j).

B- Plan expérimental et prélévements

Les prélévements des contenus ruminaux ont été réalisés a 1’aide d’une pompe a vide a piston WOB-
L® de modele 2522C-02 (230V /50Hz).

Ils ont été réalisés sur les 44 brebis une fois par an sur 3 ans : le 24 mars 2017, le 16 mars 2018 et le
1¥" mars 2019. L’heure de prélévement a été notée pour chaque brebis.

Tous les échantillons ont été congelés a -20°C directement aprés aliquotage dans 2 microtubes
Eppendorf de 2 mL, puis transportés a I’INRAE de Toulouse et conservés a -80°C jusqu’a analyse.
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1- Extraction et séquencage de I’ADN bactérien

L’extraction de ’ADN des échantillons de jus de rumen a été réalisée grace au Quick-DNATM
Fecal/Soil Microbe 96 Kit.

Un séquengage MiSeq (Illumina) ciblé sur le géne codant pour la région v3-v4 de I’ARN ribosomal
16S des brins d’ADN obtenus et amplifiés, a permis d’obtenir pour chaque échantillon un pool de
séquences d’ADN bactérien.

I est important de noter que les séquencages des échantillons de 2017 et 2019 ont été réalisés lors
d’un méme «run de séquencage », c'est-a-dire en une seule fois (en 2020), tandis que celle des
¢chantillons de 2018 a été réalisée a un autre moment (en 2018).

2- Obtention des OTUs, les étapes FROGS

L’analyse bio-informatique a ensuite été réalisée par le pipeline FROGS qui a procédé a un nettoyage
et a un regroupement des séquences identiques a 3 erreurs pres. Ces clusters de séquences (ou OTU)
considérées comme identiques sont ensuite affiliés par comparaison a la base Silva 132 (Escudie et al.,
2015).

Le traitement du pool de séquences par FROGS est composé de différentes étapes, pour nettoyer et
affilier les séquences a des OTUs (Figure 17).

a. Le «Pre-process »

Cette ¢tape permet de supprimer les séquences de longueurs anormales (les longueurs attendues sont
entre 380 et 500 paires de bases (pb)), les séquences avec des bases ambigués (N), et les séquences
avec de mauvaises amorces. La figure 18 schématise cette ¢étape préliminaire.
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Figure 18 - Etapes du pipeline FROGS
pour nettoyer un séquengage et obtenir
des OTUs

Figure 19 - Erreurs au cours des
étapes du process de séquencage
et correction par le pre-process
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b. « Clustering » ou clusterisation

Le but de cette étape est de prendre en compte les erreurs de polymérisation lors de la PCR et de
séquencage pour retrouver les s€quences originelles.

La clusterisation consiste donc a regrouper toutes les séquences identiques, en considérant de possibles
erreurs de PCR ou de lecture.

Figure 20 - Schématisation de la conservation des séquences a 3 erreurs de bases pres, lors du
Clustering

Sur la figure 19, chaque point rouge représente un pool de séquences identiques. A chaque différence
de base acceptée, des séquences différentes d’une seule base sont identifiées et regroupées autour du
pool initial (chaque cercle correspond donc a une différence de base). Nous avons choisi d’accepter 3
erreurs de bases, nous avons donc 3 cercles.

c. « Chimera » ou suppression des chimeres

Comme I’illustre la figure 20, les chimeres générées par PCR sont créées quand un amplicon avorté
agit comme une amorce pour un modele hétérologue. La chimére ainsi obtenue est a peu prés de la
méme longueur que I’amplicon non chimérique, et contient les séquences amorces forward (for.) et
reverse (rev.) a chaque extrémité. Ce sont des artefacts de la polymérisation.
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G—Q

Figure 21 - Schéma explicatif de 1’obtention d’une chimére
Les chimeéres peuvent représenter entre 5 et 45 % des lectures (Schloss et al., 2011).

d. Application de filtres

L’application de filtres avant 1’étape d’affiliation permet de supprimer les clusters trop peu représentés
et non redondants, dont les singletons, qui correspondent trés généralement a des artéfacts analytiques.
Cela rend I’étape d’affiliation plus simple.

Nous avons utilisé deux filtres différents.

Tout d’abord le filtre Bokulich (Bokulich et al., 2013), un filtre trés stringent qui supprime les faux
positifs dus a des erreurs d’analyse, en particulier de lecture du séquenceur. Il supprime les clusters
représentant moins de 0,005 % des séquences totales.

Le deuxiéme filtre appliqué supprime les s€quences non partagées par au minimum 3 échantillons.

e. Affiliation des clusters a des OTUs

A partir de la base Silva 132 (Quast et al., 2013), les clusters sont identifiés et affiliés a des OTUs.
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C- Analyse statistique

Nous allons utiliser le logiciel libre R (version 4.2.13194.0) a 1’aide de I’interface Rstudio
(version 1.2.5033 © 2009-2019 RStudio, Inc). Afin de réaliser nos analyses statistiques, nous nous
appuierons sur les packages sasLM (Bae, 2020), emmeans (Lenth et al., 2020), MixOmics (Cao et al.,
2020), vegan(Oksanen et al., 2019), ggplot 2 (Wickham, Chang, et al., 2020), dplyr (Wickham,
Frangois, et al., 2020).

Les variables étudiées sont :

- Les comptages de chacun des OTU identifiés ont été convertis en abondances relatives.

- Les indices d’a-diversité : Observed (nombre d’OTU différents observés), Shannon et
Simpson, ont été calculés par 1’outil FROGS.

- Les indices de B-diversité : distance de Bray-Curtis et distance de Jaccard

Les effets fixes considérés:

o Rang de lactation (LACT) : 1,2 et 3
o Lignée (LIGNEE) : PERS- et PERS+

Nous allons regrouper les données quantitatives en groupes suffisamment conséquents
d’individus en vérifiant qu’il n’y ait pas de confusion entre 2 effets :

o Heure de prélevement (HPrel) en 3 groupes: 8h25-9h04, 9h05-9h31, 9h32-9h54,
9h55-11h36
Taille de la portée (Portée) en 2 groupes : 1 (1 agneau), 2 (2 ou 3 agneaux).
Intervalle mise bas-premier contrdle laitier (IM1C) en 3 groupes : 29-40 j, 41-42 j, 43-
48

Afin de vérifier la qualit¢ de nos données, nous avons dans un premier temps réalis¢ des tables
croisées du nombre d’individus par groupe, suivi d’analyses par PCA (Principal Component
Analyses).

En ce qui concerne 1’analyse statistique des données, nous allons traiter tout d’abord les a-diversités et
les B-diversités a 1’aide d’analyses de 2 ANOVA et 2 PERMANOVA (permutations = 9999),
respectivement, et en explorant séparément 1’effet de la lignée et du numéro de lactation. Nous nous
intéresserons dans un second temps a la relation entre les taxons bactériens, la lignée des animaux et
leur rang de lactation a travers une analyse par sPLS-DA (sparse Partial Least-Square-Discriminant
Analysis). Les abondances des taxons bactériens sont obtenues en sommant les abondances des OTUs
qui les composent.

Les OTUS identifiés lors de cette premicere analyse seront analysés ensuite a 1’aide du mode¢le suivant :

OTU = Moyenne + Effet Lignée + Effet Numéro de Lactation + Effet Heure de Prélévement +
Effet Taille de la Portée + Effet IM1C + Interaction Lignée x Numéro de Lactation + €
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III- Résultats

A- Vérification de la qualité du jeu de données

1- Tables croisées du nombre d’individus par groupe

Le tableau 8 contient le nombre d’individus regroupés selon les niveaux des différents effets fixes afin
que le croisement 2 a 2 de ces effets soit une cellule avec suffisamment d’individus pour que les effets
soient estimés sans confusion.

Tableau 9 - Tableaux croisés du nombre d'individus entre les groupes

a. Lignée et rang de lactation, b. Lignée et groupe d’heure de prélévement, c. Lignée et groupe de taille
de portée, d. Lignée et groupe d’intervalle mise-bas - contréle laitier, e. Rang de lactation et groupe
d’heure de préléevement, f. Rang de lactation et groupe de taille de portée, g. Rang de lactation et
groupe d’intervalle mise-bas — contrdle laitier, h. Groupe d’heure de prélévement et groupe de taille de
portée, i. Groupe d’heure de prélévement et groupe d’intervalle mise-bas — contréle laitier, j. Groupe
de taille de portée et groupe d’intervalle mise-bas — contrdle laitier

a b.
LIGNEE\HPrel
PERS-

PERS+

LIGNEE\LACT
PERS -
PERS +

C.
LIGNEE Portée
PERS-

LIGNEEAM1C
PERS-
PERS+

PERS+

LACT\HPrel
1

h.

2

HPrel \IM1C -
1 25 20 24
: 16 32 11

2
3
4
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Le résultat de cette organisation est satisfaisant, et nous permet de limiter les confusions qu’on aurait
pu avoir avec un trop faible nombre d’individus dans une cellule.

2- Validité des données du microbiote

Les figures 22 et 23 sont les représentations graphiques des analyses par PCA de la composition du
microbiote a 1’échelle des OTU, en fonction des lignées et du rang de lactation.
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PC1: 12% expl. var

Figure 22 - Représentation graphique d'analyse par PCA de la composition du microbiote
ruminal des brebis (OTU) en fonction de leur lignée

67



301
20
£ 101 _
2 Rang de lactation
O
s - 5 9
5 2
o4 =107
O 3
o
20
30

-25 0 25 50
FC1: 12% expl. var

Figure 23 - Représentation graphique d'analyse par PCA de la composition du microbiote ruminal des
brebis (OTU) en fonction de leur rang de lactation

Les représentations graphiques des autres analyses par PCA sont disponibles dans 1’annexe 1.

On observe sur les graphiques une uniformité du nuage de points, sans échantillon totalement déviant.
Cette caractéristique permet de témoigner de la qualité de nos données et du modéle défini en II-C.

Si la PCA ne permet pas de distinguer les deux lignées PERS- et PERS+ (Figure 22), on observe une
différence au niveau des rangs de lactation, notamment pour le rang numéro 2 (Figure 23). Il faut
cependant rappeler qu’il existe une confusion compléte entre rang de lactation et année de
prélévement, qui peut, elle aussi, avoir un effet comme par exemple via la qualité des fourrages de
I’année. De plus, le séquengage des échantillons de deuxiéme lactation a été réalisé indépendamment
des deux autres : I’effet « run de séquengage » peut aussi se confondre avec la différence entre L2 et
L1+L3. La PCA ne permet pas d’analyser finement les données de microbiote pour lesquelles le
nombre de variables (1 800 OTU) est trés important (bien plus important que le nombre
d’observations (128 brebis)) et dilue 1’information.
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B- Analyse de la diversité du microbiote bactérien

1- Etude de la diversité du microbiote en fonction de la lignée

a_

o-diversité

Les résultats des index « Observed », « Shannon » et «Simpson » en fonction de la lignée PERS- ou

PERS+ sont représentés par des boxplots en figure 24.
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Figure 24 - Boxplots de 1’a-diversité du microbiote ruminal des brebis en fonction des lignées PERS-
et PERS+

Quel que soit I’index d’a-diversité, aucune différence significative de diversité du microbiote au seuil
de 5 % n’est observée entre les lignées PERS- et PERS+. On peut tout de méme noter une tendance a
des indices de diversité plus faibles pour la lignée PERS+ (Observed et Shannon).

Les tables rapportant les ANOVA correspondantes sont exposées en annexe 2.
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b- B-diversité

Il s’agit ici d’étudier la diversité entre nos échantillons. Sur le graphique en nuage de points de la
figure 25, obtenu a 1’aide du calcul des distances de Bray-Curtis, chaque point correspond a un
¢chantillon et la distance entre chaque point représente 1’¢loignement entre ceux-ci (NMDS).
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Figure 25 - Graphique en nuage de points représentant la B-diversité (Bray-Curtis) du microbiote
ruminal en fonction des lignées PERS- et PERS+

La P-value donnée par I’analyse PERMANOVA est inféricure a 0,05 : on a donc un effet significatif
de la lignée sur la B-diversité microbienne. Cependant cette différence ne s’observe pas sur le
graphique. Il faut s’intéresser a la valeur de « stress » de la NMDS, qui représente la différence entre la
configuration en deux dimensions et les valeurs calculées par la régression : une valeur supérieure ou
autour de 0,2 est considérée comme douteuse, et une valeur approchant 0,3 indique que la
représentation graphique est arbitraire. Des valeurs de stress égales ou inféricures a 0,1 traduisent une
représentation raisonnable, tandis que des valeurs égales ou inférieures a 0,05 indiquent une bonne
concordance. Dans notre cas, nous avons alors une représentation graphique moyennement fiable
(stress = 0,13).
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2- Etude de la diversité du microbiote en fonction du rang de lactation

a- o -diversité

La figure 26 représente les boxplots des résultats des index « Observed », « Shannon » et « Simpson »
en fonction du rang de lactation (1, 2 ou 3).
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Figure 26 - Boxplots de I’a-diversité du microbiote ruminal des brebis en fonction des rangs de
lactation 1,2 et 3

La valeur du rang de lactation a un effet significatif sur les valeurs d’indice de Shannon et de Simpson.
Nous avons donc réalisé une analyse de variance par paire, a 1’aide du test de comparaison multiple de
Tukey, pour identifier quels groupes sont significativement différents. Pour I’indice de Shannon, la
seule différence significative s’observe entre les groupes de rang de lactation 1 et 2 (P-value de
0,005) ; cependant les écarts numériques sont trés faibles et il est alors difficile de tirer des conclusions
fiables.

Pour I’indice de Simpson, les différences significatives s’observent aussi entre les rangs de lactation 1
et 2 (P-value de 0,009). Cependant ces valeurs sont comprises entre 0,99 et 1et donc non
interprétables.

Les tables rapportant les ANOVA correspondantes sont exposées en annexe 2.
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b- P -diversité

La figure 27 représente I’effet du rang de lactation sur la B-diversité du microbiote ruminal (distance
de Bray-Curtis). On a cette fois-ci des ellipses qui ne se superposent pas, illustrant une différence
marquée entre les rangs de lactations. Ceci est confirmé par une p-value de 0,01 donnée par I’analyse
PERMANOVA.

0.50 -
o * ’
[ |
&
0.25-
L |
® . Rang de lactation
oy [ |
m e
“ 0.00 B - : 1
=
= 2
o 3
0:25-

Stress : 0,1313025
(type 1, liens faibles)
A P-value 0.001 **

-0.50 -0.25 0.00 0.2 0.50 0.75

MNMDS1

n

Figure 27 - Graphique en nuage de points représentant la B-diversité (Bray-Curtis) du microbiote
ruminal en fonction des rangs de lactation 1, 2 et 3

Nous avons trois nuages de points qui se distinguent, un pour chaque rang de lactation. Malgré un
stress de 0,13, la représentation graphique nous indique donc que les échantillons d’un méme rang de
lactation possédent un microbiote relativement plus proche les uns des autres qu’avec ceux d’autres
rangs.
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3-  Autres effets du modéle

Aucun des autres effets du modéele n’a révélé d’effet significatif, en ce qui concerne les indices d’a-
diversités ou de B-diversités, comme le montre le tableau 10.

Tableau 10 - Résultat de I'analyse PERMANOVA de la diversité (Bray-Curtis) du microbiote ruminal
en fonction des différents parametres étudiés

MeanSqs F. Model R2

SumsOfSqs

2 2.5256 1.26280 15.5931 0.19811 0.001 #**
1 0.1570 0.15698 1.9384 0.01231 0.048 *
3 0.2762 0.09206 1.1367 0.02166 0.245
2 0.1634 0.08171 1.0090 0.01282 0.400
2 0.1511 0.0755 0.9329 0.01185 0.494
117 9.4752 0.08098 0.74324
127 12.7485 1.00000

Les données obtenues avec le calcul des distances de Jaccard sont disponibles en annexe 3.
4- Conclusion partielle

a- Effet lignée

Nous n’avons pas établi de différences significatives entre les valeurs d’a-diversité selon la lignée de
la brebis. Cependant, une tendance a une valeur plus élevée du nombre d’OTU et de I’indice de
Shannon est observée pour la lignée PERS- par rapport a la lignée PERS+. La p-diversité est
significativement différente entre nos deux lignées mais difficile a mettre en évidence graphiquement.

b- Effet du rang de lactation

Seul le rang de lactation a été établi comme variable ayant un effet significatif et visible sur les indices
d’o-diversité. Cependant les valeurs numériques étant trés proches ne nous pouvons pas en tirer de
réelle conclusion. Des différences de B-diversités ont quant a elles été observées entre chacun des
rangs de lactation.

Nous avons identifié le rang de lactation comme variable entrainant une différence significative de
microbiote. Nous allons donc continuer a 1’étudier, en plus de la lignée, par une approche sPLS.
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C- Etude de ’effet de la lignée et du rang de lactation sur la composition du microbiote

Nous avons utilisé ’outil d’analyse sPLS-DA du package MixOmics pour rechercher si des taxons
bactériens avaient des relations particuliéres avec les deux facteurs identifiés préalablement comme
significatifs : la lignée et le rang de lactation.

Ce type d’analyse est une analyse discriminante par la méthode des moindres carrés partiels. Ce qui
différe avec la PCA c’est la mise en discriminant de I’effet fixe étudié (la lignée ou le rang de
lactation), permettant d’insister sur la notion de groupes différents, et de mieux rechercher les
différences et leurs explications.

1- Lien entre lignée et bactéries du microbiote ruminal

a- Echelle des genres

La figure 28 constitue la représentation graphique en nuage de point de I’analyse sPLS-DA de nos
données, a I’échelle du genre et avec la lignée comme facteur discriminant. Elle a été réalisée a partir
des 2 premiéres composantes, qui expliquent respectivement 12 et 10 % de la variance du jeu de
données, avec une faible discrimination des 2 lignées.
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Figure 28 - Représentation graphique de I'analyse sPLS-DA (2 composantes) des données du
microbiote ruminal a I'échelle des genres en fonction de la lignée
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Les loading-values et leurs correspondances sont présentées par la figure 29. Elles correspondent aux
« poids de charge » qu’exerce chaque variable sur chaque composante. Dans notre travail nous nous
intéressons uniquement aux taxons bactériens dont la valeur absolue de loading value est supérieure a
0,2.

Ressortent de cette analyse uniquement 3 genres dont 1’abondance relative dépasse la limite de
détection de notre analyse (1 %) : NK44214 group de la famille des Oscillospiraceae, et les genres
Lachnospiraceae NK3420 group et Acetitomaculum de la famille des Lachnospiraceae.

Les OTU regroupés par genre, identifiés par la sPLS, ont fait I’objet d’une analyse plus poussée grace
au modele présenté dans le paragraphe II-C. Toutes les différences numériques sont faibles bien que
significatives, comme l’illustre la figure 30. Aussi, certains de ces genres appartenant a la méme
famille, nous avons poursuivi notre analyse a ce niveau taxonomique.

75



Abond laty P
a. Lone e Lignée
* PERS-
Bocteria; Firmicutes | Clostridia ; Oscillospirales | Oscillospiraveae ; NE4AZ1d group  44% - * PERS+
Bacteria ; Firmicuies ; Clostridia ;| Qscillospirales ; Oscillospiraceae ; UCG-002 <1% -

Bacteria ; Protecbacteria ; Ganmmaproteobacteria ; Aeromonadales | Succinivibrionaceqe | Anaerobiospirifhem <1 % -
Bacteria ; Firmicuies ; Closiridia ; Lachnospirales ; Lachnospiracece | wninown genis < 1% _
Beateria ; Firmicutes | Clostridia ; Lachnospivales | Lachnospiraceae | Roseburia <1% _

Bacteria ; Firmicuies ; Clostridia ; Lachnospirales ; Lachnospiraceae | [Enbacieriwm] xylanophilum growp <1%

Borieria ; Firmicutes ; Closfridia ; Lachnozpirales ; Lochnospiracene | Lochnospiraceae UCG-006 <1%

0.4 02 0.0 0.2 Loading value
b. _
Abondance relative Lignée
moyenne ¢ PERS-

* PERS+

Bacieria; Firmicwes ; Closiridia; Lachnospirales ; Lachnospiracese ; Acetitomaculum — 36%

Bacteria ; Firmicntes ; Closiridia ; Lachnospirales ; Lachnospiraceae | Lachnospiraceqs NE3A20 growp 62 %

Bacieria ; Firmicutes ; Clostridia | Peptostreptococcales-Tissierellales | Anaeroveracaceae | [Enbacterivm] nodatum group  <1%

l Loading value
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Figure 29 - Représentation graphique des loading values issues des composantes 1 (fig a.) et 2 (fig b.) de I'analyse sPLS-DA du microbiote
ruminal a I'échelle des genres en fonction des lignées PERS- et PERS+, associées aux abondances relatives moyennes correspondantes
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Figure 30 — Boxplots de la distribution des abondances relatives des genres NK4A4214 group(fig a.), et
Lachnospiraceae NK3420 group (fig. b.) et Acetitomaculum (fig. c.) selon la lignée (* P-value < 0.05 ;

** P-value < 0.01 ; *** P-value <0.001)
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b- Echelle des familles

La figure 31 constitue la représentation graphique en nuage de point de I’analyse sPLS-DA de nos
données, a I’échelle des familles et avec la lignée comme facteur discriminant. Elle a été réalisée
¢galement a partir des 2 premiéres composantes, mais la composante 1 a une part explicative beaucoup
plus importante (21 % versus 5 %). Cependant on n’observe pas de distinction nette entre les deux
nuages de points.
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Figure 31 - Représentation graphique de l'analyse sPLS-DA (2 composantes) des données du
microbiote ruminal a I'échelle des familles en fonction de la lignée

Les loading-values et leurs correspondances sont présentées par la figure 32.
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a. Abondance relative
moyenne

Bacteria ; Bacteroidoia ; Bacteroidia ; Bacteroidales ; FO82  1.6%

Bacteria ; Firmicutes | Closiridia | Oscillospirales | [Enbocterium] coprosianofigenes group < 1% Lignee

* PERS-
Bacteria ; Firmicutes | Closiridic ; Oscillospirales ; Cscillospiraceae 54 % _ +* PERS+

Bacteria ; Bacteroidoia ; Bactersidia ; Bocteroidales | Rikenellocene 33 %

06 -05 -04 03 =02 -01 00 01 Loadingvalue

Abondance relative
moyvenne
b. Bacteria ; Firmicutes | Clostridia ; Clostridia vadinBB60 group | uninown family < 1%
Lignée
Bacteria ; Proteobacieria | Gammaproteobacteria | Aeromonadales | Succinivibrionacese < 1% i F’HERS
* PERS+

Bacteria ; Provesbacteria ; Alphaproteobacteria | Sphingomonadales | Sphingomonadaceae <1 %
Bacteria ; Firmicutes | Clostridia ;| Lachnospirales | Lachnospiraceaes 192 %

Bacteria; Proteobacieria ; Alphaprotesbacteria ; Canlobacterales ; Cawlobacteracene <19% -
[

! l ! Loading value

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

Figure 32—Représentation graphique des loading values issues des composantes 1 (fig a.) et 2 (fig b.) de 1'analyse sSPLS-DA du microbiote ruminal a 'échelle
des familles en fonction des lignées PERS- et PERS+, associées aux abondances relatives moyennes correspondantes
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Parmi les familles discriminant le plus nos lignées sur la composante 1, on retrouve la famille des
Oscillospiraceae, mais également les Rikenellaceae et F082. En ce qui concerne la composante 2, on
retrouve la famille des Lachnospiraceae.
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Figure 33 - Boxplots de la distribution des abondances relatives des familles Rikenellaceae (fig. a.),
Oscillospiraceae (fig. b.), F082 (fig. ¢.) et Lachnospiraceae (fig. d.) selon la lignée (* P-value < 0.05 ;
** P-value < 0.01 ; *** P-value <0.001)

Quatre des familles identifiées en sPLS présentent des valeurs supérieures a 1 % des séquences totales.
Néanmoins la encore la différence numérique entre les 2 lignées est faible (Figure 33), et ne permet
donc par d’interprétation claire.

c- Conclusion partielle

L’analyse sPLS-DA de nos données a deux niveaux taxonomiques n’a pas permis la mise en évidence
d’une différence évidente d’abondances relatives de bactéries selon la lignée PERS- et PERS+. Nos
résultats ne sont cependant pas inexistants, puisque nous avons observé que les Oscillospirales, dont la
famille des Oscillospiraceae, sont retrouvées dans les 2 niveaux d’approche. Elles sont présentes en
plus grande abondance relative dans les échantillons obtenus chez les animaux PERS-.
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2- Lien entre rang de lactation et bactéries du microbiote ruminal

a- Echelle des genres

La représentation graphique en nuage de point de 1’analyse sPLS-DA de nos données, a 1’échelle des
genres en prenant comme facteur discriminant le rang de lactation, est présentée en figure 34.
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Figure 34 - Représentation graphique de l'analyse sPLS-DA (2 composantes) des données du
microbiote ruminal a I'échelle des genres en fonction du rang de lactation

La part de variabilité expliquée par la composante 2 est plus importante que celle de la composante 1
dans ce cas.

Cette représentation graphique nous permet d’identifier deux choses :

- sur I’axe des abscisses on note la séparation de deux amas de nuages. La composante 1,
expliquant 9 % de la variabilité, permet donc de différencier deux groupes, avec d’un c6té les
échantillons de la deuxiéme lactation, et de 1’autre les échantillons des lactations 1 et 3. Cette
différence entre les deux groupes nous fait penser a la différence de « run de séquencage »
déja évoquée.

- sur I’axe des ordonnées on a une distinction des trois groupes : la composante 2 permet de
séparer les lactations 1, 2 et 3, avec une part explicative de variabilité de 17 %.

L’étude des loading values est réalisée via la figure 35.
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a. Abondance relative

moyenne

Bacteria ; Firmicutes ; Closiridia | Oscillospirales ; [Clostridinm] metiyipentosumgrong | unknowin genns < 1%

Bacteria : Protesbacteria ; Alphaprotecbacteria ; Paracaedibacterales ; Paracasdibacteraceas ; unimown genns < 1%

Bacteria ; Fibrobacieroia ; Fibrobacteriar ; Fibrobacterales ; Fibrobacteraceae - Fibrobacter < 1%

Bacteria ; Firmicutes ; Closiridia ; Oscillospirales ; Ruminococcaceas ; CAG-332 <1%
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Bacteria ; Firmicutes | Clostridia | Lachnoespirales | Lachnospiraceae | Shuttleworthia <

<1%
Bacteria ; Firmicutes ; Closiridia ; Lachnospivales | Lachnospiraceae | Lacimospiraceae UCG-008 <1 %

Bacteria; Firmicwes | Bacilli ; Acholeplasmaiales ; Acholeplasmataceae ; Anseroplasma

Bacteria ; Firmicutes ; Closiridia ; Lachnospirales ; Lachnospiraceae [ Lachnospiraceae NEZA20 group 62%

-0.4 -0.2 0.0 0.z

Figure 35 - Représentation graphique des loading values issues des composantes 1 (fig a.) et 2 (fig b.) de 1'analyse sPLS-DA du microbiote ruminal a 1'échelle

des genres en fonction des rangs de lactation 1,2 et 3, associées aux abondances relatives moyennes correspondantes

Loading value

Rang de lactation
* 1
i

Loading value



Deux genres dont 1’abondance relative est supérieure a 1 % se distinguent par notre analyse :

- un genre inconnu de la famille Bacteroidales RF16 group selon la composante 1,
- le genre Lachnospiraceae NK3A20 group de la famille des Lachnospiraceae selon la
composante 2.
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Figure 36 — Boxplots de la distribution des abondances relatives des genres unknown genus de la
famille Bacteroidales RF16 group (fig. a.) et Lachnospiraceae NK3420 group (fig. b.) selon le rang
de lactation (* P-value < 0.05 ; ** P-value < 0.01 ; *** P-value <0.001)

Pour chacun de ces genres les différences numériques sont significatives et suffisamment importantes
pour étre interprétées (Figure 36). On observe :

- une abondance relative plus importante de bactéries du genre inconnu de la famille
Bacteroidales RF16 group en deuxiéme lactation que pour les autres.

- a chaque lactation successive 1’abondance en bactéries du genre Lachnospiraceae NK3A420
group diminue. Une évolution lente de la composition du microbiote ruminal avec 1’dge de
I’animal peut expliquer cette variation.
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b- Echelle des familles
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Figure 37 - Représentation graphique de l'analyse sPLS-DA (2 composantes) des données du
microbiote ruminal a I'échelle des familles en fonction du rang de lactation

La représentation graphique de notre analyse a 1’échelle des familles (Figure 37) nous permet, tout
comme a I’échelle des genres, de distinguer 3 nuages de points, un pour chacun des rangs de lactation,
avec :

- sur I’axe des abscisses, encore une fois d’un coté les échantillons de la deuxiéme lactation, et
de I’autre les échantillons des lactations 1 et 3 (effet « run de séquengage » probable),
- sur I’axe des ordonnées, toujours une démarcation des trois groupes L1, L2 et L3.

Les parts de variabilité¢ expliquées par les deux composantes sont similaires, et les loading values
associées sont représentées par la figure 38.
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a. Abondance relative
moyvenne

Bacteria ; Firmicutes ; Clostridia | Oscillospirales ; [Clostridium] metiyipentosum group  « 1 9,

Ja

Rang de lactation
*
.z
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Bacteria ; Proteobacieria | Alphaprotecbacteria | Paracoedibacierales | Paracaedibacieraceae < 1% _
Bacteria , Firmicutes ; Closividia; Oscillospirales | Ruminococcacess. §5% _
Bacteria ; Fibrobacterota ; Fibrobacteria ; Fibrobacterales | Fibrobacteraceae 1% _

Bacteria ; Bacteroidota | Bacteroidia | Bacieroidales ;Bacteroidales RFI16 growp 1.9 %

Loading value

Ahondance relative
b. movenne
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Figure 38 - Représentation graphique des loading values issues des composantes 1 (fig a.) et 2 (fig b.) de I'analyse sPLS-DA du microbiote ruminal a I'échelle
des genres en fonction des rangs de lactation 1,2 et 3, associées aux abondances relatives moyennes correspondantes
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Selon la composante 1, les familles Bacteroidales RF16 group et Ruminococcaceae sont
discriminantes du rang de lactation. De plus, leurs abondances sont significativement différentes avec
des écarts numériques importants (Figure 39). Elles permettent donc de différencier les échantillons
selon leur appartenance au groupe L2 (ou elles sont plus abondantes) ou au groupe L1+L3 (ou elles le
sont moins). Tout comme a I’échelle des genres, cette évolution des abondances et difficilement
interprétable biologiquement, et ’hypothése la plus probable est le biais amené par le «runde
séquencage » distinct des échantillons du groupe L2. On se doit cependant de noter une différence
significative d’abondance relative de la famille Ruminococcaceae entre les groupes L1 et L3.

Selon la composante 2 ce sont les familles Lachnospiraceae et Muribaculaceae qui discriminent le
mieux le rang de lactation : leurs abondances relatives baissent de maniere significative a chaque
nouveau rang de lactation. Ces deux familles voient donc diminuer leur présence dans le rumen avec
I’age des animaux.
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Figure 39 - Boxplots de la distribution des abondances relatives des familles Bacteroidales RF16
group (fig. a.), Ruminococcaceae (fig.b.), Lachnospiraceae (fig. ¢.) et Muribaculaceae (fig. d.) selon
le rang de lactation (* P-value < 0.05 ; ** P-value < 0.01 ; *** P-value <0.001)
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c- Conclusion partielle

Aux deux échelles d’étude la composante 1 séparait les groupes L2 et L1+L3, ceci étant expliqué par
I’effet «runde séquengage ». Les informations que I’on peut tirer des données sont donc
ininterprétables.

En ce qui concerne la composante 2 les choses sont différentes, puisque les trois groupes sont
distinguables. Le genre Lachnospiraceae NK3A20 group de la famille des Lachnospiraceae est un
marqueur fort de distinction du rang de lactation (loading value de -0.57), et son abondance relative
diminue de maniére significative a chaque lactation. On retrouve les Lachnospiraceae a 1’échelle des
familles, avec une diminution significative de 1’abondance relative au fur et & mesure des lactations,
tout comme la famille des Muribaculaceae.
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IV- Discussion

A- Effet de la lignée sur les variables étudiées

Les animaux appartenant au groupe PERS — semblent posséder un microbiote ruminal plus diversifié
que les animaux du groupe PERS+, mais cette différence n’atteint pas le niveau de significativité a
5 %.

Au sein de chaque lignée, les microbiotes ruminaux sont plus proches les uns des autres (B-diversité).

Ces résultats, mis a la lumiére des travaux récemment évoqués, nous laissent établir les hypothéses
suivantes :

- les animaux d’une méme lignée héritent d’un microbiote ruminal proche génétiquement,

- le microbiote des animaux PERS— étant plus diversifié, il peut étre considéré au premier abord
comme utilisateur de plus de voies métaboliques. Ce qui, selon certains auteurs, pourrait
diminuer I’efficacité du métabolisme digestif, et donc abaisser 1’efficacité de production
laitiére. Ce mécanisme pourrait étre concomitant a une moindre performance purement
génétique des animaux.

En ce qui concerne la composition méme du microbiote, les animaux de la lignée PERS+ comptent
une abondance relative significativement plus faible en bactérie de la famille des Oscillospiraceae,
notamment du genre NK4A4214 group. Cette famille de bactéries contient le genre Oscillospira, dont
I’héritabilité est élevée (Marie-Etancelin C et al., 2018), ce qui vient renforcer notre idée d’un possible
lien fort avec la lignée d’origine. Peu étudiée, la famille des Oscillospiraceae a cependant été décrite
comme productrice de C4, et utilisatrice de nombreuses voies de métabolisation des glucides (Gophna
et al.,, 2017 ; Neves et al., 2020). Les travaux de Miettinen, Huhtanen (1996) sur le rapport C3/C4
ruminal avait mis en évidence une production laitiere plus ¢levée quand le taux de C4 diminuait : ceci
pourrait constituer une piste d’explication de nos observations en termes de persistance laitiére.

B- Effet du rang de lactation sur les variables étudiées

L’interprétation des résultats de nos analyses en terme de rang de lactation a été compliquée par le
biais appelé effet « run de séquencage ». En effet, on a vu apparaitre contre toute logique biologique,
une différence forte entre les groupes L2 et L1 + L3, et ce sur plusieurs points dont nous discuterons.

Si les indices de Shannon et de Simpson ont montré des différences significatives en fonction du rang
de lactation, leurs valeurs numériques sont trés proches et empéchent leur interprétation. L analyse de
la f—diversité a quant a elle révélé une proximité métagénomique entre les échantillons prélevés lors
de la méme lactation.

L’étude des abondances relatives des bactéries selon le rang de lactation a été trés touchée par 1’effet
«run de séquencage », rendant ininterprétables les données des composantes 1 des sPLS-DA a la fois
a D’échelle des genres et des familles. La composante 2 est peu touchée par ce biais, et révele des
données intéressantes :

- le genre Lachnospiraceae NK3A20 group, représentant en moyenne plus de 6 % des bactéries
ruminales, est trés bien corrélé au rang de lactation, de maniére négative (i.e. plus le rang de
lactation augmente, plus 1’abondance de ce genre diminue). La famille d’appartenance de ce
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genre, les Lachnospiraceae, est également corrélée négativement au rang de lactation. Jewell
et al. (2015) avaient déja identifié une variation significative de 1’abondance de cette famille
chez des bovins Prim’Holstein, mais en faveur d’une augmentation entre L1 et L2. Cette
famille héberge notamment L. multiparus, impliquée principalement dans la dégradation de la
pectine des végétaux. Cependant aucun lien biologique avec le rang de lactation ou I’age n’est
reconnu.

- la famille des Muribaculaceae est également fortement corrélée négativement au rang de
lactation. Les bactéries de cette famille sont essentiellement connues pour étre prédominantes
dans le tube digestif distal des souris (Lagkouvardos et al., 2019), mais demeurent peu
¢tudiées. Elles possedent entre autres un ensemble souple et conséquent d’enzymes affectant
les glucides. L’évolution de leur abondance relative au cours des trois premiéres lactations
reste pour 1’heure sans explication biologique.

C- Biais d’étude subis par ’analyse de nos résultats

Plusieurs travaux déja évoqués ont mis en évidence des différences de résultats selon la nature du
prélévement ruminal : solide, liquide ou le mélange des deux. Notre travail ayant été réalisé sur des
animaux vivants, les contraintes matérielles n’ont pas permis de séparer strictement les phases
ruminales, comme certains travaux 1’ont fait a partir de cadavres. Les différents échantillons ne sont
donc pas strictement identiques en termes de substrat prélevé, pouvant générer un biais.

Les chantiers de prélévement ayant été organisés a prés d’un an d’intervalle, les horaires de
prélévement ne sont pas totalement comparables d’une année sur ’autre et sont significativement
différents selon le rang de lactation (P-value < 0.001). Une confusion entre les deux effets peut donc
gtre faite.

Notre étude a été réalisée sur les mémes animaux durant les trois lactations successives. La
construction méme de notre modele expérimental entraine dés lors une confusion entre le rang de
lactation et ’année de prélévement. Cela signifie que toute modification extérieure entre deux années
peut venir biaiser nos résultats. C’est le cas notamment de 1’alimentation, qui, malgré toute bonne
volonté, est dépendante de la qualité des aliments qui varie chaque année. Or de nombreux travaux
déja explicités démontrent que 1’alimentation est le premier facteur de variation du microbiote
ruminal.

Enfin, comme indiqué de nombreuses fois au cours des pages précédentes, le décalage temporel entre
les séquengages des groupes L2 et L1 + L3 a sans aucun doute été responsable d’une orientation des
résultats qui a rendu plus difficile 1’exploitation de nos données. Si des études avaient montré
I’existence de variations des résultats selon les méthodes d’extraction et de séquengage, nous avons
probablement été témoins d’un effet similaire.
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CONCLUSION

Les brebis Lacaune sont a la base de toute 1’économie autour du fromage de Roquefort. Le rumen
constitue le plus grand des pré-estomacs des ruminants, et est le si¢ge des trés nombreuses réactions
enzymatiques digestives, grace aux micro-organismes le colonisant, en particulier les bactéries.
L’avancée des connaissances sur ce microbiote ruminal a été fortement accélérée par 1’apparition des
nouvelles techniques « Omics ». Si I’alimentation est le premier facteur de variation de ce microbiote,
des effets physiologiques tels que 1’dge ou le rang de lactation, ou pathologiques (acidose), peuvent
¢galement apporter des modifications dans sa composition. De plus, plusieurs travaux ont démontré de
nombreux liens entre les caractéres de production et les abondances relatives des différentes espéces,
avec un role important joué par la génétique.

Les objectifs de notre étude étaient d’analyser les variations du microbiote ruminal de brebis Lacaune
en fonction de leur lignée génétique basée sur leur persistance laitiere, sur trois lactations successives.
Si nous n’avons pas établi de différences significatives de I’a-diversité entre les différents groupes de
1’¢tude, nous avons tout de méme pu mettre en évidence des proximités de composition microbiotale
au sein des groupes en fonction de la lignée et du rang de lactation (B-diversité). Des analyses plus
poussées ont également permis de rechercher les familles et les genres bactériens pouvant discriminer
la lignée et le rang de lactation d’appartenance des échantillons. C’est ainsi que la famille des
Oscillospiraceae apparait comme significativement moins abondante dans le rumen des brebis de
lignée PERS+, notamment le genre NK44214 group. En ce qui concerne le rang de lactation, et malgré
des difficultés d’interprétation dues en particulier a I’existence d’un effet « run de séquengage », deux
familles voient leur abondance diminuer de maniére significative au fil du temps : Muribaculaceae et
Lachnospiraceae. Ces données constituent a notre connaissance les premiers résultats sur plusieurs
lactations chez les ovins. Ils permettent de faire avancer la compréhension des interactions de tous ces
effets sur les performances des brebis.

Les connaissances du microbiote ruminal, de ses variations, de son héritabilité et de ses effets sur le
métabolisme et les performances des ruminants sont de plus en plus précises, ouvrant la porte a de
nouvelles méthodes de sélection et d’¢levage. Si les probiotiques sont depuis longtemps utilisés a des
fins thérapeutiques, ils commencent également a étre utilisés pour optimiser ’efficacité alimentaire
des ruminants.
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ANNEXES



Annexe 1 : Représentations graphiques des analyses par PCA de la composition
du microbiote a I’échelle des OTU et des genres, selon les différents parameétres
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Représentation graphique d'analyse par PCA de la composition du microbiote ruminal des brebis
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Annexe 2 : Tables ANOVA des indices d’a-diversité en fonction des variables du

modeéle

Table ANOVA de I’indice de diversité « Observed » en fonction des variables du modeéle

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)

No lact 2 28734 14367 1.707 0.186
LIGNEE 1 28571 28571 3.394 0.068
Heure 3 35059 11686 1.388 0.250
IM1C 2 71953 3597 0.427 0.653
Portée 1 17011 17011 2.021 0.158
Nolact :LIGNEE | 2 12912 6456 0.767 0.467
Residuals 116 976372 8417

Table ANOVA de ’indice de diversité « Shannon » en fonction des variables du modéle

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)
No lact 2 0.634 0.3170 5.692 0.00438 **
LIGNEE 1 0.202 0.2019 3.624 0.05941 .
Heure 3 0.417 0.1389 2.493 0.06352 .
IMIC 2 0.064 0.0322 0.578 0.56275
Portée 1 0.132 0.1316 2.362 0.12701
Nolact :LIGNEE | 2 0.067 0.0335 0.601 0.55004
Residuals 116 6.461 0.0557

Table ANOVA de I’indice de diversité « Simpson » en fonction des variables du modéle

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)
No lact 2 0.0002365 1.183 10"-4 5.160 0.00713 **
LIGNEE 1 0.0000257 2.565 1075 1.119 0.29225
Heure 3 0.0001534 5.112 1075 2.231 0.08833 .
IM1C 2 0.0000609 3.046 10"-5 1.329 0.56275
Portée 1 0.0000701 7.013 107-5 3.060 0.08288 .
Nolact :LIGNEE | 2 0.0000017 8.400 10"-7 0.037 0.96390
Residuals 116 0.0026584 2.292 107-5
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Annexe 3 : résultats des analyses de la p-diversité par la distance de Jaccard

Résultat de 'analyse PERMANOVA de la diversité (Jaccard) du microbiote ruminal en fonctions des
différents paramétres étudiés

Df SumsOfSqgs | MeanSqs F. Model R2 Pr(>F)
NoLact 2 3.5767 1.78833 11.2142 0.15121 0.001 ***
LIGNEE 1 0.2683 0.26825 1.6821 0.01134 0.037 *
Gr_heure 3 0.5329 0.17764 1.1139 0.02253 0.228
Gr_imlc 2 0.3097 0.15485 0.9711 0.01309 0.476
Nolact :LIGNEE | 2 0.3075 0.15375 0.9641 0.01300 0.470
Residuals 117 18.6580 0.15947 0.78882
Total 127 23.6530 1.00000
@&
i A
4-

o LIGNEE

® 0o0- ®

= PERS-

z 4 PERs+

04 & - A o Stress : 0,1313024
¢ (type 1, liens faibles)
P-value 0.037 *
A
—DIE D.ID 0 I5
NMDS1

Graphique en nuage de points représentant la f-diversité (Jaccard) du microbiote ruminal en fonction
des lignées PERS- et PERS+
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RESUME : Chaque année, plus de 15 000 tonnes de fromage de Roquefort sont produites a partir de
lait de brebis de race Lacaune. Le microbiote ruminal de ces animaux joue un role majeur dans la
digestion, en particulier les bactéries qui le composent. Des techniques récentes ont permis d’explorer
de maniere plus précise sa composition, son fonctionnement, et son lien avec les productions animales.
Cette these présente une étude in vivo sur les effets d’une sélection de deux lignées divergentes de
brebis Lacaune, selon leur persistance laitiére. Leur microbiote ruminal a été analysé, et ce sur trois
lactations successives. Les analyses menées ont permis de mettre en évidence des proximités de
microbiote au sein des lignées mais également pour un rang de lactation donné. Certains taxons
bactériens ont également été identifiés comme discriminants de ces effets, ouvrant la voie a de
nouvelles pistes de recherches pour en établir plus précisément les aboutissants.
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SUMMARY : More than 15 000 tons of Roquefort cheese are made from Lacaune ewe’s milk every
year. Rumen microbiota of these animals, especially bacteria, plays a major role in digestion. Recent
techniques allowed to explore more precisely its composition, its functioning, and its connection with
animal performance indicator. This thesis presents an in vivo study of the effects of a selection of two
divergent lineages of Lacaune ewes, according to their dairy persistency. Their rumen microbiota had
been analysed during three consecutive lactation. The lead analysis highlights microbiota proximities
within lineages, and also for a given rank of lactation. Some bacterial taxa have also been identified as
discriminating for these effects, opening the path for new researches to understand the ins and outs.
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