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Introduction

Quels nouveaux éléments apportent les méthodes de métagénomique sur les
écosystemes microbiens a toutes les étapes de la production ?

mmm) |||ustrations a partir de travaux déja réalisés ou en cours
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Introduction

Nom de projet

début - fin du projet

Quels nouveaux éléments apportent les méthodes de métagénomique sur les

écosystemes microbiens a toutes les étapes de la production ?

mmm) |||ustrations a partir de travaux déja réalisés ou en cours :
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% Introduction

Quels nouveaux éléments apportent les méthodes de métagénomique sur les
écosystemes microbiens a toutes les étapes de la production ?
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Dans la ferme...
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Dans la ferme...

Projet Levures

2017 - 2018

Les micro-organismes présents peuvent varier d’une exploitation a ['autre

0.4+

0.0 1

Producteur 6

Représentation de la diversité entre
échantillons selon les ateliers dans lesquels ils
ont été prélevés (NMDS).
Ecosystéme étudié = fungi sur les trayons

Producteur 4
@ Producteur 2
Producteur 1
//6\\
Producteur 9 A \ Producteur 3
(@ \'\
\ ® N
\ ® e\ Producteur8
\ A
\ \
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Prod 10 A
roducteur ~ \ .
. Fungi (Trayons)
-0.5 0.0 0.5 1.0 NMDS
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1 point = 1 échantillon ; plus les points sont
proches, plus les écosystemes fongiques des
échantillons correspondants sont proches



Dans la ferme... 2016 - 2017

ADAMOS :

Entre 10 et 1018 microorganismes par km? de prairie

'-v'

\ éries

Houlque Ray-grass Tréfle blanc
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Microphyllos

Dans la ferme... 2016 - 2017

Les dix genres bactériens majoritaires sont les mémes pour les trois plantes étudiées

Houlque
laineuse

Tréfle blanc

Ray grass

1.00-
Allorhizobium-Neorhizobium
‘Pararhizobium-Rhizobium
Brevundimonas

Chryseobacterium

e
~

Hymenobacter
Massilia
0.50 Methylobacterium

Pedobacter

Sphingomonas

e
]
ur

unknown genus

Abondance relatives des taxons

Variovorax

Other

0.00-

Dix genres majoritaires des écosystemes
9 microbiens observés sur trois plantes
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Microphyllos

Dans la ferme... 2016 - 2017

La diversité bactérienne des prairies dépend des especes végétales présentes

Raygrass Houlque Trefle
laineuse blanc

Houlque
laineuse

Tréfle blanc

Ray grass

1.00-
Allorhizobium-Neorhizobium
‘Pararhizobium-Rhizobium
Brevundimonas

Chryseobacterium

=4

=
o
P

Hymenobacter

Axis.2 [24.1%)

Massilia

0.50 Methylobacterium

Pedobacter

Sphingomonas Ecosystémes microbiens -

e
]
ur

de trois plantes de prairie o S
unknown genus

Abondance relatives des taxons

Variovorax B At [30'5;21

0.00- O:hel'

Dix genres majoritaires des écosystemes
10 microbiens observés sur trois plantes de prairie
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ADAMOS :

De la ferme au lait

d@ Ferme Fromage ’.
L Lait J

11

Collogue Adamos e 21 janvier 2020 e Paris




Microphyllos

De la ferme au lait... 2016 - 2017

Comparaison des bactéries des prairies et du lait cru

Les échantillons de lait cru ont Erasmo
Houlque . été prélevés dans 4 ateliers en été.
Ray grass o q Tréfle blanc P 2016 - 2017
alnheuse 80 Atelier K
1.00 Atelier J
B Allorhizobium-Neorhizobium Atelier L
‘Pararhizobium-Rhizobium

B Brevundimonas Al |
v 60
5., B Chryseobacterium
So
(]
S B Hymenobacter
Q
3 B Massilia
(O] G 3240
2050 B st enre
% ethylobacteriu éﬁinetobt?ctntar .
[ ryseobacterium
© M Pedobacter Corynebacterium
e _ Lactococcus
o B Sphingomonas Macrococcus (l
< 025 Pseudomonas
b B unknown genus Rhodanobacter
< Sporobacter

B Variovorax Staphylococcus

Streptococcus :
B Other

0.00- . . . . s \ . . s .
ix genres majoritaires des écosystemes microbiens observés dans le lait cru

Dix genres majoritaires des écosystemes

) . , . Flores minoritaires
12 microbiens observés sur trois plantes
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Projet Levures

De la ferme au lait... 2017 - 2018

Les écosystemes microbiens sont globalement différents selon les supports étudiés...

064 . . - -
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e & t - * ° ° © JeN . ® o * * .
- e ® “ T e L ” : “ .. ° a ..
034 ®g 0 °® ° Lai 14 . ° e ©
. o “ ait Air @
o« ® o Bouses B B s
s ° o
. © e
' g & 24 = -
1.0 05 0.0 05 NMDS 2 1 0 1 2
Représentation de la diversité entre échantillons selon les supports sur lesquels ils ont été prélevés (NMDS)
1 point = 1 échantillon ; plus les points sont proches, plus les écosystémes bactériens ou fongiques des échantillons correspondants sont proches.
Préléevements réalisés de janvier a mars 2018.
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De la ferme au lait... 2016 - 2020

ADAMOS :

... mais les mémes micro-organismes peuvent étre retrouves dans différents lieux

Bactéries Fungi

— Notion de “réservoirs de flores”

Toille des échantiifons

Taille des échantiilons
Diagramme de Venn représentant la présence des genres bactériens (16S) [_.l.. | ]_“L
et fongiques (18S) dans les différents compartiments ’ - e ’ - o
Perbe Lt Mate (F
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Projet Levures

De la ferme au lait... 2017 - 2018

La diversité des especes de bactéries est plus importante dans le lait cru

240

— 0 <j Bien que les échantillons de lait cru contiennent moins de germes...
-'5’2"‘ (les méthodes d’échantillonnage ne sont pas les mémes selon les supports)
‘@
2 200
m
2

= 180
© 5 ﬁ ® Trayons
g2 Air
E o 160 e
- ..une plus grande
S5 : :
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a 120 échantillons de lait cru. Bouses
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L
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Quantité de germes collectée
(Germes totaux, Log)
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Amont Saint-Nectaire

De la ferme au lait... 2016- 2018

“Analyse pluridisciplinaire des systemes de production de lait en fromages AOP Saint-
Nectaire fermiers pour la maitrise de leurs qualités sanitaires”

Résultats attendus:

* Mise en évidence de corrélations entre les profils microbiens du lait et de I’environnement
et des aspects sanitaires

* Mise en place d’indicateurs sur les liens entre les pratiques d’élevage et les profils
microbiens du lait et de I'environnement

AMO!
SAINT NECTAIRE
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ADAMOS :

Du lait au fromage...

d@ Ferme Fromage ’.
L> Lait J
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Projet Erasmo

Du lait au fromage 2016 - 201

Les microflores évoluent au cours de I’affinage

— Les especes présentes ne sont pas les méme selon I’'étape de fabrication
— Les flores de la pate et de la cro(ite peuvent étre distinguées

Exemple : Les Corynebaterium

I Jour 1 Jour 7 Jour 30 Jour 60 Jour 100
Ferments Croiite
Pate

Lait en cuve
Lait avant emprésurage Saumure Les répétitions des ateliers sont additionnées.

pourcent
m-
15

10

v
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Projet Erasmo

Du lait au fromage 2016 - 201

La plus forte biodiversité est de nouveau observée dans le lait cru
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Biodiversité bactérienne ou fongique de tous les échantillons du projet ERASMO
L'indice de Shannon prend en compte le nombre d’espéces dans le milieu et la répartition des individus au sein de ces espéces
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Projet Erasmo

Du lait au fromage 2016 - 201

Levures moisissures Bacteries
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Biodiversité bactérienne ou fongique de tous les échantillons du projet ERASMO
L'indice de Shannon prend en compte le nombre d’espéces dans le milieu et la répartition des individus au sein de ces espéces
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Du lait au fromage

Les flores ne sont pas les mémes selon les ateliers

Projet Erasmo

2016 - 2018

— |l est possible de distinguer les ateliers entre eux en s’intéressant aux especes minoritaires présentes.

21
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Représentation de la diversité entre échantillons
selon les ateliers dans lesquels ils ont été prélevés
(NMDS)

1 points = 1 échantillon ; plus les points sont
proches, plus les écosystémes bactériens des
échantillons correspondants sont proches



Projet Erasmo

Du lait au fromage 2016 - 2015

Les flores du lait cru sont présentes dans le fromage !
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Les flores du lait cru sont présentes dans le fromage

Flores
=10% .
— ensemencées
Flores favorisées par
la technologie
=25% —

=40%

=25%
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—

— Marqueurs de typicité
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Projet Erasmo
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De |la ferme au fromage

J$ Ferme Fromage i
L Lait J
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De la ferme au fromage

soutenue en décembre 2016

Quels sont les réservoirs de biodiversité ?

Représentation visuelle des 365 OTUs bactériens
détectés sur la peau des trayons jusqu’au fromage affiné

Les ronds blancs correspondent aux 365 OTUs bactériens détectés dans les
quatre habitats (peau des trayons : rond orange ; laits crus : rond bleu ;
pdte des fromages : rond rose; crodte des fromages : rond vert). La taille
des ronds est proportionnelle au nombre d’OTUs bactériens qui y sont
connectés. La présence des OTUs bactériens dans un habitat est indiquée
par la couleur des lignes.

Thése “Construction de la qualité sensorielle des fromages de type
Cantal : role des interactions entre les communautés microbiennes
et la composition de la matiére grasse laitiere des fromages”, Marie

Fretin, soutenue le 14 décembre 2016 (p.130)
300 OTUs e | 112 OTUs 75 OTUs sur la croGte

sur la peau des trayons dans les laits crus 45 OTUs dans la pate
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Dans le fromage

d$ Ferme
L

Lait

26
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Dans le fromage

Chaque technologie possede son propre profil d’écosysteme

Delftia
Salinivibrio
Alkalibacterium
Psychrobacter
arinobacter

Brachybacterium
Atthrobacter
Advenelia
Lactobacillus
Jeolgalicoccus
Moraxella
Escherichia_Shigella
Dietzia

Virgibacillus

Anoxybacillus

Bacleroides

Sporobacter

‘Acidocella
Bradyrhizobiaceae (famille)
Acinetobacter
Macrococcus

Providencia
Rhodobacteraceae (famille)
Micrococcus
Telragenococcus
Chryseobacterium
usobacterium
Streptococeus
Lactococcus
ctia
Stenotrophomonas
0 acter
Closlridiales (ordre)
iomarina
Pediococcus
Micrococcaceae (famile)
Chromohalobacter
cissella
Corynebacterium
Pseudoclavibacter
‘ersinia_Serratia
Lactobacillales (ordre)
Pseudomonas
nostoc
Celerinatantimonas

i

V'

éries

Bact

Enterococcus

! monas
Bifidobacterium
yroides
Alloprevotella
Bacteroidales (ordre)
Limnobacter
alstonia
Janthinobacterium

Psychroflexus
Actinomyces
Proteus

coccus
Pseudoalieromanas

Kocuria
Brevundimonas
organella
Exiguobacterium
Aerococcaceae (famille)
Arcanobacterium

P
Peptostreptococcus
VYanie

) _ Flayiflexus
Microbacteriaceae (famille)
Aerococcus
Halanaerobium
Caldimonas
Paracoccus

Facklamia

Atopostipes
Clostridiaceae (famille)
Sphingobaterium
Microbacterium
Xanthomonadaceae (famille)
Oceanisphaera

Ganibater
Micrococcales (ordre)
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Didymella
Vuilleminia
Sporidiobolaceae (famille)
Plectosphaerella
Stereum
Aplotrichum
Peniophora
Malassezia
Boeremia
Zymoseptoria
Bamettozyma
Cyberlindnera
Pichia
Neurospora
Candida
Fusarium
Debaryomyces
Vishniacozyma
Epicoocum
Candida
Wallemia
Penicillium
Acremanium
Yarrowia
Wickerhamiella
Scopulariopsis
Aspergillus
Starmerella
Mucor
Cladosporium
Trichothecium
Cladophialophora
[Candida]
Chrysosparium
Cutaneatrichosporon
Alternaria
Phoma
Claviceps
Haltermanniella
Resinicium
Boirytis
Ganoderma
Cryplococcus
Lecanicillium
Vanrja
‘Yamadazyma
Meyerozyma
Sarocladium
Satumispora
Torulaspora
Diutina
Geotrichum
Hortaea
Phigbiella
Sporobolomyces
Kazachstania
Kurzmaniella
Dipodascus
Saccharomyces
Kiuyveromyces
Trichosporon
Microdochium
Aureobasidium
Rhodotorula
Filobasidium
Clavispora
ltersonilia

isissures

Levures et mo

IBE R SRR R R R R R R R R RN RN RN
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T1 = Pdte pressée cuite
T2 et T3 = Pdte pressée non cuite

Projet Erasmo
2016 - 2018

— Les bactéries, levures et moisissures présentes
dans la crolte ne sont pas les mémes selon les
technologies de fabrication.

Taxons et abondances relatives des micro-organismes présents
dans la crolte des fromages selon trois technologie de fabrication




Projet MetaPDOCheese

Dans le fromage 2017 - 2020

Mieux connaitre la diversité microbienne des fromages AOP

En cours

Résultats attendus :

* La liste des espéces microbiennes (levures et bactéries) présentes dans les laits et les
fromages AOP

* Les liens entre les conditions de production et les especes présentes

* Les mécanismes d’adaptation de certaines especes spécifiques au contexte fromager

28
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Conclusion

Quels nouveaux éléments la métagénomique a-t-elle apportés ?

* Une diversité bactérienne et fongique importante de la prairie jusqu’au fromage
a I'échelle des filieres mais également au sein d’'une méme filiere (diversité entre ateliers, entre prairies, diversité
observée a I'échelle d’une exploitation, d’'une fromagerie a un temps t...)

* Une diversité particulierement remarquable dans le lait cru

* Une meilleure connaissance du comportement des espéces minoritaires présentes dans les
laits et les fromages

* Une identification des réservoirs de flores communs mais aussi spécifiques pour I'ensemble des
microorganismes, cultivables ou pas

* Une approche des corrélations entre les pratiques d’élevages ou technologiques et la
dynamique des flores microbiennes

29
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% Conclusion

Quelles réponses peut apporter la métagénomique ?

* Comparaison de microorganismes de différents compartiments

Pour tous types de matrices : prairie, trayons, bouses, lait, fromage, saumure...
Quelle est la diversité observée a I'échelle d’une exploitation, d’'une fromagerie, d’'une AOP...?

* Etude de la dynamique des écosystemes microbiens

Quelles sont les especes majoritaires et minoritaires ?
Comment évoluent-elles dans le temps (par exemple au cours de I'affinage) ?

* Etude de I'impact d’une technologie ou d’une pratique

...sur la composition des écosystemes microbiens et leur dynamique.
Quels conséquences sur la gestion de la qualité et des aspects sanitaires ?

30
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% Conclusion

Prairies Ambiance de la cave
Saumure
Bouses

P rerme  Fromaze gl
/|
L. J
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Conclusion
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Merci de votre attention !
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