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Contexte




Un écosysteme microbien... qu’est-ce que c’est ?

Définitions :

Milieux
hyper-salins

e Ecosystéme : un assemblage d’étres vivants
intéragissant avec son environnement physique associé

et localisé en un lieu spécifique (Tansley, 1935) Aiments fermentés 24 R\
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Sources chaudes

 Microorganisme : un organisme vivant invisible a I'oeil
nu. Comprend les bactéries, les archées, les eucaryotes
unicellulaires (champignons et protistes) et les virus

Fruits exotiques

Un écosysteme microbien est un écosysteme dont la composante
biologique est constituée de microorganismes




Comment les étudier ?

Des méthodes basées sur
I’isolement (culture-
dependantes)

Dénombrements (flore totale ou
milieux spécifiques)
Etudes physiologiques sur des
isolats

* Etudes de propriétés
technologiques d’intérét sur des
isolats

/ Des méthodes basées sur\

I’étude de molécules signales
(culture-independantes)

« ADN
 ARN
* Protéines
 Meétabolites




Les méthodes omiques... qu’est-ce que c’est ?

...................................... Un large panel de méthodes cultures indépendantes

...................................... dont le principe est d’étudier des molécules du vivant

Ces molécules sont porteuses d’informations, qui peuvent
permettre de répondre a certaines questions précises...
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Les différentes méthodes omiques




ApaAmoS : , .
Vue d’ensemble des méthodes omiques

Molecules ADN ARN Protéines | Métabolites

& A

Organisme isolé Génétique
‘ . . Transcriptomique Protéomique
Genomique

Métabolomique

Communauté
microbienne Metagénétique

Métagénomique

Séquencage (ex: NGS) Chimie analytique (ex: LC MS/MS)

Métatranscriptomique | Métaprotéomique




Les méthodes omiques pour répondre a quelle questions?

substrat
ADN ARN Protéines Métabolites
Stockage de I'information Transfert de I'information Role enzymatique, structural... Molécules issues du métabolisme
A I’échelle de la communauté microbignne d’un échantillon :
Métagénome Métatranscriptome Métaprotéome Métabolome
Métagénétique , . . , L. . .
. g, q Metatranscrlptomlque Metaproteomlque Metabolomlque
Metagenomique
Quels microorganismes sont Quels genes s’expriment ? Lesquels Quelles protéines sont produites ? Quels métabolites sont produits ?
présents ? s’expriment le plus ? Le moins ? En quelle quantité ? En quelle quantité ?
Que pourraient-ils faire ? Quelles especes sont actives ? Quel est leur role ?
\ J \ J
Fonction microbienne Activité microbienne
\ J

Potentiel microbien

Adapté de Abram, 2015. “Systems-based
8 approaches to wunravel multi-species
microbial community functioning.”




Avamos; La métagénétique (= metabarcoding)

Objectif : obtenir un profil de la .IIIIIII

composition microbienne et de son
potentiel fonctionnel dans une série
d’échantillons

Méthode : amplification d’un
marqueur phylogénétique a partir de
I’ADN métagénomique puis
sequencage massif et comparaison des
sequences a des bases de données




La métagénétique (= metabarcoding)

Informations collectées : Limites :

- Profils de composition microbienne au niveau - ADN : reflet des populations vivantes et
genre/espece mortes

- Inventaire des microorganismes majoritaires - Abondances relatives # abondances absolues
et minoritaires - Echelle souche non accessible

- Abondances relatives de séquences : idée de
I’abondance des taxons

@ Exemples de questions :
ﬂ Quelles sont les especes présentes dans mon produit?

Quel est I'impact de telle pratique sur la composition microbienne?
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Apanos La métagénomique (shotgun)

(a) D)) D O )
(b) S
(€) CCorr —

Objectif : obtenir un profil de la w II II
composition microbienne et un

(d) o) e — B Lanthipeptide syninetase
(e) CE—) — D Lanthipeptide precursor pepide
H . \ () o e——-— B ABC wransport system component
inventaire de I'ensemble des genes ) ——— |
74 . . () C————— 19::Othecfunctons
portes par |es mlcroorganlsmes (= = A

potentiel fonctionnel)

lait.d lait.e levain 11 115 135 Jico J2s0

Méthode : séquencage massif de ’ADN
métagénomique, assemblage des
lectures et comparaison des séquences
(contigs = fragments de génomes) a des
bases de données

l
i
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La métagénomique

Informations collectées : Limites :

- Profils de composition microbienne au niveau - ADN : reflet des populations vivantes et
espéce/souche mortes

- Abondances relatives de séquences : idée de - Abondances relatives # abondances absolues
I’abondance des taxons - Détection des microorganismes majoritaires

- Inventaire de genes présents : potentiel principalement
fonctionnel - Pas d’information sur I'expression

Exemples de questions :

Quelles sont les especes majoritaires présentes dans mon produit et sont-elles
composeées de plusieurs souches?

Quelles sont les voies métaboliques présentes dans mon produit? Enrichies dans
telle condition de production?



Niveau de développement des différentes méthodes

ADN ARN Protéines Meétabolites

DO AMNG™ &9 ;,%%(

Echelle Metagénétique Metagénomique | Metatranscriptomique Metaprotéomique Metabolomique
shotgun
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AbAMOS , . .
La métatranscriptomique N‘W
..I
Objectif : connaitre les : _

microorganismes actifs dans un
échantillon donné et les principaux
genes exprimeés qui témoignent de
I"activité métabolique en cours

® lecera\dehyde-spﬁ[ Glycolysis/Pentose-P pathway ]<— Glucose-6p &

laitd laite levain 11 115 135 Jioco 1zs0

Méthode : séquencage massif de ’ARN
microbien, alignement des lectures sur
des génomes de référence et comptage
du nombre de lecture s’alignant sur
chacun des genes présents
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La métatranscriptomique M

Informations collectées : Limites :

- Profils de composition microbienne active - ARN : témoigne d’une activité de transcription
(vivante) au niveau espéce/souche soit un intermédiaire seulement de 'activité

- Etat physiologique des microorganismes en question
majoritaires (croissance, stress...) - Certains genes sont exprimés de maniere

Niveaux de transcription de certains genes
codants pour des enzymes responsables de

constitutive, d’autres sont activés ou réprimés
en fonctions des conditions (régulation

fonctions d’intérét transcriptionnelle)

- Détection de I'activité des microorganismes
majoritaires principalement

Exemples de questions :

Quelles sont les especes actives dans mon produit? Dans quel état physiologique se
trouvent-elles?

Quelles sont les voies métaboliques exprimées dans mon produit a tel moment?
Sont-elles activées ou réprimées en fonction d’un parametre de production?



La métaprotéomique

Objectif : connaitre les enzymes
exprimés dans un échantillon donné
pour en déduire I'activité microbienne
en cours (métabolisme)

Méthode : digestion des protéines
extraites en peptides (trypsine),
séparation par chromatographie liquide
(LC), analyse par spectrométrie de masse
en tandem (MS/MS), comparasison des
sequences peptidiques a des bases de
données de protéines

17
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La métaprotéomique

Informations collectées : Limites :

- Abondance des protéines majoritaires - Détection des protéines majoritaires
présentes dans |’échantillon principalement

- Expression de métabolismes microbiens en - Difficulté de séparer le signal provenant des
cours (plus proche de I'activité que I’ARN) protéines d’origine microbienne (ex :

enzymes) et des protéines de la matrice (ex :
caséine)

Exemples de questions :

Quelles sont les protéines ou voies métaboliques exprimées dans mon produit a tel
moment de la fabrication?

Cette expression varie-t-elle en fonction d’un parametre de production?



La métabolomique

Amino Acids

Objectif : identifier, tracer et
cartographier les principaux
métabolites (petites molécules)
présents dans un échantillon donné

Méthode (la plus courante): extraction
des métabolites a partir de I’échantillon,
séparation par chromatographie liquide
(LC), identification par spectrométrie de
masse en tandem (MS/MS)
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Informations collectées :

- Nature des principaux métabolites
consommeés et produits

- Analyse ciblée ou empreinte métabolique (=
métabolome)

- Mesure quantitative possible pour un certain
nombre de molécules

- Lien entre les activités microbiennes
détectées par d’autres approches et les
caractéristiques sensorielles du produit

Exemples de questions :

La métabolomique

Limites :

La nature des métabolites détectés dépend
fortement de la méthode d’extraction utilisée
(molécules de la phase aqueuse, liposolubles,
volatiles, solvants, ...) et de la méthode
d’ionisation (positive ou négative)
L’identification des métabolites a partir des
ions est encore délicate et nécessite une forte
expertise

Les métabolites détectés ne sont pas
nécessairement le fruit d’'une activité
microbienne

ﬂ Quels substrats ont été consommeés? Quels produits ont été générés? Quelles classes de

composés sont produites en plus/moins grande quantité selon une condition de production?
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Et apres?
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L'intégration de données multi-omiques
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(supervised method ) “variable selection

Zang et al., 2019. Microbiome,
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